














(Uber Bakterienproteasen. 
XIII. Mitteilung!: 
Uber die Abwesenheit einer fiir die Wirksamkeit notwendigen 
Carbonylgruppe in den Anaerodipeptidasen. 
Von 
Ernst Masehmann. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Forschungsinstituts fiir Chemo- 
therapie in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am G6. September 1939.) 


Bestimmte Peptidasen vermégen nur Peptide mit freier Amino- 
gruppe zu spalten. Diese Tatsache hat zu der (keineswegs schliissig 
bewiesenen) Vorstellung gefiihrt, daB eine der reaktionsvermittelnden 
Gruppen dieser Proteasen eine Aldehyd-Gruppe sei2. 

AnlaBlich der Beschreibung der Peptidasen obligater anaerober 
Bakterien, der sogenannten Anaero-peptidasen®, die in den keimfrei 
gemachten Bouillonkulturen fast oder ganz unwirksam sind, durch 
Cystein-Eisen aber maximal wirksam werden, haben wir die Frage, ob 
auch diese eine zu ihrer Wirksamkeit notwendige Carbonylgruppe be- 
sitzen, auf Grund orientierender Versuche verneint. Um aber ganz 
sicher zu gehen, haben wir jetzt eingehender den EinfluB verschiedener 
Carbonylreagenzien wie Hydrazin, Phenylhydrazin, Hydroxylamin und 


Semicarbazid auf die Sporogenes-, Perfringens-, Paludis-, Histolyticus- 
und Botulinus-dipeptidase untersucht. Die im folgenden beschriebenen 


Versuche beweisen stichhaltig, dap sich in den aktiven Anaerodipeptidasen 
keine Aldehyd- oder Ketogruppe be finden kann, die, mit der Aminogruppe 
des Substrats sich verbindend, fiir die Spaltung notwendig ist. Die 
freie Aminogruppe der Substrate besitzt demnach fiir deren Spaltung 
durch Anaerodipeptidasen noch eine andere Bedeutung als nur die einer 
Haftstelle fiir das Enzym. 


I. Das Enzymmaterial. 
Zu den Versuchen benutzten wir die in der vorangehenden Mit- 
teilung! naher beschriebenen (keimfrei gemachten) Bouillonkulturen des 
B. perfringens, B. sporogenes, B. paludis, B. histolyticus und B. botu- 


' XIT. Mitteilung: diese Zeitschr. 302, 332, 1939. — * Z. B.: K. Josephson 
u. H.v. Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 85, 1926; EB. Waldschmidt- 
Leitz u. G. Rauchalles, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 61, 645, 1928. 3 Cher 
Anaeropeptidasen vgl. Naturwiss. 26, 791, 1938; diese Zeitschr. 300, 94, 
1939; Naturwiss. 27, 276, 1939; diese Zeitschr. 302, 332, 1939. 
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linus, die durch Dialyse von den Salzen und niedermolekularen org.y) 
schen Substanzen befreiten Kulturen und die aus den Kulturfiltrate) 
gewonnenen reineren Enzympraparate. Wir kénnen uns deshalb hie; 
mit einem Hinweis auf die friiheren Angaben begniigen. 


II. Methodisches. 


Kine Carbonylgruppe von so ausgepragter Reaktionsfahigkeit, wi 
sie einer in den Peptidasen eventuell vorhandenen eigen ware, miilite 
z. B. mit Carbonylreagenzien rasch reagieren und ihre Ausschaltuny 
zur vollstandigen Hemmung der dipeptidatischen Wirksamkeit fiihren, 
Es darf wohl angenommen werden, daB fiir eine solche Reaktion auch 
die optimalen Wirkungsbedingungen der Dipeptidasen mindestens 
giinstig, wenn nicht optimal, waren. Wir lieBen deshalb bei py = 7.s 
und ¢ — 40° die Carbonylreagenzien in grofem UberschuB (m 100 
Konzentration im Ansatz) wahrend 0, 30 und 60 Minuten 1. auf die 
durch Vorbehandlung mit Cystein-Eisen oder Cystein-Mangan akti- 
vierten Dipeptidasen, 2. auf die mit Cystein vorbehandelten Dehydro- 
apodipeptidasen (also auf die Apodipeptidasen) und 3. auf die Dehydro 
apodipeptidasen (so wie sie in den Kulturfiltraten und den Praparaten 
vorliegen) einwirken. Zu 2 kam vor Zugabe des Substrats noch 
Eisen (I1)- bzw. Mangansulfat, wahrend bei 3 das Reaktionsgemisc| 
vor der Zugabe des Substrats mit Cystein-Eisen bzw. Cystein-Mangan 
10 Minuten behandelt wurde. Allein das Ergebnis der ersten Versuchs- 
anordnung ist fiir die Beantwortung der aufgeworfenen Frage ma\i- 
gebend. 

Zum Verstindnis dessen, was wir unter Dehydroapodipeptidasen, 
Apodipeptidasen und aktiven Dipeptidasen verstehen, muB auf dic 
vorangehende Mitteilung! verwiesen werden, in der wir ausfiihrlicl 
unsere Auffassung von der Natur der Anaero-dipeptidasen und dem 
Mechanismus des Aktivierungsvorganges dargelegt haben. 

Bei den Hydroxylaminversuchen fanden wir regelmaBig, dati 
Cystein trotz weitgehend anaerober Verhaltnisse schon im ein 
stiindigen Versuch verschwunden war. Da dies aber nur dann der Fal! 
ist, wenn Eisen, nicht aber wenn Mangan zugegen ist, und Cystein schon 
kurze Zeit nach dem Zusammentreffen mit Hydroxylamin und Eisen 
(auch in Abwesenheit des Enzympriparats) verschwindet, so folyt 
daraus, da Cystein und Hydroxylamin unter dem _ katalytischen 
EinfluB des Eisens miteinander reagieren. Die dabei stattfindende 
Reaktion haben wir noch nicht weiter verfolgt. Wir untersuchten 
deshalb nur den EinfluB von Hydroxylamin auf die mit Mangan-Cystein 
aktivierte Perfringens-, Sporogenes- und Paludis-dipeptidase. 


' XII. Mitteilung diese Zeitschr. 802, 332, 1939. 
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Uber Bakterienproteasen. XIII. 147 
y Die Spaltung ermittelten wir in den Versuchen mit den letzt- 
ater genannten Dipeptidasen nach einstiindiger, die mit der Histolyticus- 
Lier und Botulinus-dipeptidase nach ]Sstiindiger Spaltungsdauer, und zwar 
nach der Methode von R. Willstatter und E&. Waldschmidt- Leitz. 
Ill. Versuche. 
- Im folgenden werden nur einige unserer Versuchsreihen als Beispiele 
( 
iBt angefithrt, und zwar beider Perfringens- und Sporogenes-dipeptidase die 
JTF . 
ne mit den bestgereinigten Praparaten, bei der Paludis-, Histolyticus und 
om Botulinusdipeptidase die mit dialysierten Kulturfiltraten als Enzym- 
ihe priaparate. Wesentliche Unterschiede im Verhalten der Dipeptidasen 
7” wie ihrer Apoenzyme in ungereinigten wie dialysierten Kulturfiltraten 
ns : : 
-\ und in reineren Praparaten haben wir nicht beobachtet. 
leo Versuchsbedingungen. Diese haben fiir alle Versuche in den Tabellen | 
di bis IV Giiltigkeit. Volumen der Ansiitze 5cem; t 40°, Versuchsdauer 
k ; bei der Perfringens-, Sporogenes- und Paludisdipeptidase 1 Stunde, bei der 
ui Histolyticus- und Botulinusdipeptidase 18 Stunden. ‘Titrationsprobe 2 ccm. 
Ire Die Vor- und Nachbehandlungen wurden immer unter Totuol und N, 
ro *  durehgefiihrt. 
; Zusatze. 0,50 cem einer m 10 Hydrazin-, Phenylhydrazin-, Hydroxyl- 
ten . aa dong ‘ S 
- amin- und Semicarbazidlésung vom pu 7.8; 0,5 cem einer m 12 Cystein- 
« = o x ° 
re lésung vom PH 7.8: 0.20 cem einer m 50 Eisen(IT)- bzw. Mangansulfat- 
ch losung und zum py-Ausgleich 6,2 cem n/ 100 NaOH. 
ran 
hs- 4 Tabelle I. 
if a) Perfringensdipeptidase + Hydrazin. 
* Spaltung 
Di I: c 20 KO 
Nn, Ni Vorbehandelt mit ii Nachbehandelt mit hue || (etme 8/S8 ROW) 
lie Min. Min. LG Ga. 
ch 1 Cystein-Kisen ..... 10 : 1,73 | 1,62 
‘m 2 “s 10 Hydrazin «.....5:. 30 2,14 | 1,8] 
3 A 10 ‘ 60 2,37 1,70 
1} Hydrazin..... ras 0) Cystein-Kisen ..... 10 1,79 | 1,09 
al 5 # 30 iy 10 1,84 1,57 
n 6 ; 60 a 10 1,79 | 1,53 
ill 7 Waepeor ........ ai 60 “, 10 1,74 1.56 
yn b) Perfringensdipeptidase +- Phenylhydrazin. 
Nn ‘ 
Spaltung 
u ‘ ; Dauer var (ecm n/20 KO 
ut Nr. Vorbehandelt mit sa Nachbehandelt mit wien ease 
“nN Min. Min LG. GG 
le ate a“ 
l Cystein-Kisen ..... 10 1,81 1,59 
n 2 10 Phenylhydrazin ... 30 2,26 | 1,79 
n 3 ie 10 2 60 2,31 1,87 
{  Phenylhydrazin ... 0 Cystein-Eisen ..... 10 1,93 | 1,72 
5 . 30 > 10 =1,69 1,35 
6 } 60 iv 10 1,31 1,20 


7 Wasser Bee 60 : 10 1.84 1,60 
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c) Perfringensdipeptidase + Hydroxylamin. 
Spaltung 

»; Jaue Cc 2 OH 

Nr. Vorbehandelt mit Does Nachbehandelt mit Dawer | (orm 0/20 KOH 
Min. Min. AG 
| Cystein-Mangan.... 10 _ 1,75 
2 = 10 Hydroxylamin..... 30 1,85 
3 so 10 3 60 1,92 
i Hydroxylamin..... 0 Cystein-Mangan ... 10 1,77 
5 f 380 = 10 1,67 
6 * 60 3 10 1,78 
7 ee en ce 60 fa 10 1,61 

d) Perfringensdipeptidase + Semicarbazid. 
Spaltung 

Dauer Jauer Cc 2 { 

Nr. Vorbehandelt mit — Nachbehandelt mit Dauer | (com 0/20 KO! 
Min. Min. LG 
1 Cystein-Eisen ..... 10 1,89 
2 * 10 Semicarbazid...... 30 2.26 
E = 10 ns 60 By ae 
4 Semicarbazid...... 0 Cystein-Eisen ..... 10 1,83 
5 * 30 xi 10 1,88 
6 = 60 a 10 1,93 
7 WE sig 8 Chaser 60 os 10 1.85 


Ergebnisse (Tabelle 1): Das aktive Enzym zeigt selbst nach ein 
stiindiger Behandlung mit tiberschiissigem Hydrazin, Phenylhydrazin 
Hydroxylamin oder Semicarbazid bei py = 7,8 und ¢t = 46° kein 


Wirkungseinbube. Im Gegenteil: die Spaltung ist .gegeniiber der im 
Kontrollversuch sogar deutlich gréBer. Auch die Vorbehandlung de: 
Dehvdroapodipeptidasen mit Hydrazin, Hydroxylamin und Semi 
carbazid fiihrt zu keiner meBbaren Schadigung der Tragerproteine 
denn nach Aktivierung findet man noch die gleiche dipeptidatische 
Wirksamkeit wie im Kontrollversuch. Nur die mit Phenylhydrazi: 


? 


vorbehandelten werden zu ungefahr 25°), geschadigt. 


Tabelle II. 





a) Sporogenesdipeptidase + Hydrazin. 
Spaltung 
auer Dauer (cemn 20 KOH 
Nr. Vorbehandelt mit ae Nachbehandelt mit eee 
Min Min. LG 
| Cystein-Fisen ..... 10 1,92 
2 10 cydrazin ......... 30 1.97 
3 ” 10 - 60 1,98 
1 EEVOGSAEI 0.560505 ) Cystein-Kisen ..... 10 1,92 
5 e 30 a 10 1,90 
6 E 60 “ 10 1,78 
7 WN a5 Veal caw 60 . 10 it 





Nr 
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b) Sporogenesdipeptidase + Phenylhydrazin. 
Spaltung 
Jaue Jane scm n/20 KOH) 
N Vorbehandelt mit ome Nachbehandelt: mit 7 Zusatz sitet 
Min Min LG.*) GG.*) AG.*) 
| Cystein-Metall .. 10 - 1.95 1,58! 1,41 
2 Fe 10 Phenylhydrazin. — 30 1,98 1,48 1,438 
} M3 10 = 60 2.02 1,56 1,38 
{ Phenylhydrazin . 0  Cystein-Metall.. 10 156 1,51 1,28 
5 Pe 30 ea 10 0,57 0,30 0,35 
6 _ 60 ae 10 0.17 0,07 O11 
Tt Gyetein oo... 8 10 Phenylhydrazin. 60 Metall 0,48 
eS re 60 Cystein-Metall.. 60 1,92 1,60: 1,15 
* In den Versuchen mit LG und GG wurde Kisen, mit AG Mangan benutzt 
¢) Sporogenesdipeptidase + Hydroxylamin. 
Spaltung 
dauer awe c 20 KOH 
Ni Vorbehandelt mit amen Nachbehandelt mit Baaee | Gare “ 
Min Min AG. 
Cystein-Mangan ... 10 1,44 
2 10 Hydroxylamin .... 30 1,33 
3 * 10 ne 60 1.31 
4 Hydroxvlamin .... 0 Cystein-Mangan ... 10 1,29 
5 2 30 i 10 1,23 
6 = 60 a 10 1.14 
7 WEMOROL o ravinc vedere 60 Ps 10 1,25 


Ergebnisse (Tabelle IL): Auch die Wirksamkeit der aktiven Sporo- 
venes-dipeptidase gegeniiber LG., AG., GL., GA. und GG. erleidet durch 
die Einwirkung der Reagenzien keine Einbube. Eine Wirkungssteigerung 
wie bei der Perfringens- und Paludis-dipeptidase wurde in diesem Falle 
nicht beobachtet. Die Dehydroapodipeptidasen werden bei der Be- 
handlung mit Hydrazin und Semicarbazid nicht nennenswert, die mit 
Hydroxylamin vorbehandelten um rund 20°, und die mit Phenyl- 
hvdrazin sogar tiber 90°, geschadigt. Geringer ist dagegen die Schadi- 
gung, welche die zuerst mit Cystein vorbehandelten Dehydroverbin- 


Tabelle IIL. Paludisdipeptidase + Phenylhydrazin. 





Spaltung 


Nr. Vorbehandelt mit me Nachbehandelt mit ae Zusatz Ree Seer aren 
Min. Min LG.*) LG.**) 
1 Cystein- Metall . . 10 1,49 | 1,77 
2 ~ 10 Phenylhydrazin . 60 1,94 1.91 
3 Phenylhydrazin . 0 Cystein-Metall . . 10 145 1,9? 
4 i 60 * 10 0,82 0.92 
OH COCO o 560s s-0's 10 Phenylhydrazin. 60 Metall 1.12 = 1,03 


* Metallzusatz: Eisen. — ** Metallzusatz: Mangan 


: 
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dungen, d.h. die Apodipeptidasen, bei der nachtraglichen Phen, 
hydrazineinwirkung erfahren. 

Ergebnisse (Tabelle Il): Die Paludis-dipeptidase ist unter dey 
bisher untersuchten Anaerodipeptidasen die einzige, deren Manga, 
verbindung Leucylglycin schneller spaltet als die Eisenverbindunyg 
Wir haben dies benutzt, um die Einwirkung des Phenylhydrazins sowoh)| 
auf die Eisen- wie auf die Mangandipeptidase unter Verwendung des 
gleichen Substrats zu priifen. Die Ergebnisse verliefen gleichsinnig und 
zeigten, dab die aktive Paludisdipeptidase nach einstiindiger Einwirkuny 
des Reagens ungefahr 30°, wirksamer ist als im Kontrollversuch. Un 
ungefahr 50% vermindert erweist sich dagegen die dipeptidatiscl 
Wirksamkeit nach Vorbehandlung der Dehydroapodipeptidasen mit 
Phenylhydrazin, wahrend die Behandlung der Apodipeptidasen, d. | 
der durch Cystein vorbehandelten Dehydroapodipeptidasen, unter den 
gleichen Bedingungen nur zu einem 25- bis 40 %igen Verlust der Wirk 
samkeit fiihrt. 


Tabelle [V. Botulinus-D-und Histolyticusdipeptidase + Pheny| 
hydrazin. 


KEnzymlésungen: Dialysierte Kultur des B. botulinus, in der Tabelle Bot.: 


dialysierte Kultur des B.histolyticus, in der Tabelle Hist. 





Spaltung 


(com n/20 KOH 
Dauer Daucr 


Nr Vorbehandelt mit Nachbehandelt mit Ausatz LG 
Min. Min Bot. Hist 
1 Cystein- Eisen... 10 -- Z,e1 | 2,20 
2 a 10 Phenylhydrazin. — 60 2,09 ; 2,17 
3. Phenylhydrazin . 0 Cystein-Kisen... 10 243 | 2,27 
4 a 60 5 10 0,56 | 1,24 
Di] “Opatein. oa. 10 Phenylhydrazin. 60 LHisen 1,43 2,21 


Ergebnisse (Tabelle LV): Auf die aktive Botulinus- und Histol yticus 
dipeptidase tibt Phenylhydrazin, wie auch die anderen Carbony! 
reagenzien, keinen hemmenden Einflu®B aus. Eine Wirkungssteigeruny 
war hier nicht zu beobachten. Nach einstiindiger Behandlung de: 
Dehydroapodipeptidasen mit Phenylhydrazin lassen sich nach an 
schlieBender Aktivierung nur noch 25°, Botulinus- und tiber 50° 
Histolyticus-dipeptidase nachweisen. Hingegen werden nach Einwirkung 
von Phenylhydrazin auf die Botulinus-apodipeptidasen nach der Akti 
vierung noch ungefahr 60% aktives Enzym gefunden. Unter den 
gleichen Bedingungen verhalten sich die Histolyticus-apodipeptidase: 
gegen Phenylhydrazin indifferent. 


SchluBfolgerungen. 


Die Versuchsergebnisse zeigen eindeutig, daB die durch Cystein 
Eisen bzw. Cystein-Mangan aktivierten Anaero-dipeptidasen verschic 
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dener Herkunft bei der Behand!ung mit Carbonylreagenzien keine 
WirkungseinbuBe erleiden. Sie besagen vielmehr, daB die Spaltung 
in verschiedenen Fallen nach einer solchen Behandlung sogar deutlich 
yroBer ist als im Kontrollversuch, und sie beweisen stichhaltig die 
Ahwesenheit einer reaktionsvermittelnden Aldehyd- oder Ketogruppe in 
den wirksamen Anaero-dipeptidasen. 

Etwas anders als die aktiven Dipeptidasen verhalten sich die 
Dehydroapodipeptidasen und teilweise auch die durch Cystein vor- 
behandelten, d. h. die Apodipeptidasen. Sie werden bei langer dauernder 
Kinwirkung von bestimmten Carbonylreagenzien geschidigt: jene 
stirker als diese. Die GréBe der Schadigung ist abhangig erstens von 
der Herkunft der Praparate und zweitens von der Art des Carbonyl- 
reagens. Die Sporogenes-apodipeptidasen werden am weitgehendsten, 
die Perfringens-apodipeptidasen fast kaum geschadigt und von den 
feagenzien wirkt Phenylhydrazin am_ kraftigsten, wahrend Semi- 
carbazid nichts tut und auch Hydrazin kaum einen nennenswerten 
KinfluB austibt. Von welcher Art die hauptsachlich von Phenylhydrazin 
hervorgerufenen Schadigungen sind, vermégen wir noch nicht zu sagen. 
Die nachstliegende Annahme, dai sie von einer Reaktion zwischen 
einer Carbonylgruppe und dem Phenylhydrazin herriihren, halten wir 
fiir wenig wahrscheinlich. Wir vermuten vielmehr, daB es sich hier um 
oxydative Vorgange handelt. Aber auch wenn eine solche Reaktion 
die Ursache der WirkungseinbuBe wire, so wiirde dies am Ergebnis, 
daB im aktiven Enzym (und nur um dieses handelt es sich) keine reak- 
tionsvermittelnde Carbonylgruppe vorliegt, nichts andern. 

Die Versuche vorliegender Arbeit hat Fraulein Ruth Frey mit Sorgfalt 
und Flei®8 durchgeftiihrt. 
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Uber die Natur der Erregungssubstanz 

von Mimosa pudiea L. 

Von 

(ierhard Hesse, Marburg. 
{Aus den chemischen Universitatslaboratorien von Miinchen und M 
burg (Lahn) und den botanischen Instituten in Miinchen-Nymphenhuig 
und Marburg (Lahn)}. 

(Eingegangen am 9, September 1939. ) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Unter den sensitiven Pflanzen tropischer Heimat, die auBere Reix 
mit rasch eintretenden Bewegungen beantworten, steht Mimosa pu 
dica L., die ,,Sinnpflanze’, an erster Stelle. Beriihrt man eines ihre: 
gefiederten Blatter an der Spitze, dann fallen die Fiederblattchen de1 
Reihe nach zusammen, die sekundaren Blattstiele legen sich aneinande: 
und bald danach klappt auch der Hauptstiel herunter. Bei starken 
Reizen vollfiihren darauf weitere Blatter dieselben Bewegungen, ohne 
dak sie selbst gereizt worden sind. Der zur Bewegung fiihrend 
Reiz ist also in der Pflanze weitergeleitet worden. Ricca! hat 1916 
diese Reizleitung mit einem chemischen Stoff in Zusammenhanyg ve 
bracht, der an der Beriihrungsstelle erzeugt oder freigesetzt wird, sic! 
im Saft der Pflanze ausbreitet und an allen Gelenken, die er erreicht 
die Bewegung auslést. Er gewann aus Mimosatrieben einen Extrakt 
der abgeschnittene Blatter oder Sprosse zum Zusammenfalten bring: 
wenn er von der Schnittfliche aus in ihnen aufsteigt. 

Fitting? hat es zuerst unternommen, das Bewegungshormon det 
Mimose mit chemischen Methoden anzureichern, Sein Verfahren umfatit 
drei Stufen: Auskochen der Blatter mit Wasser, Ausziehen des Extrakt 
Riickstands mit 75°,igem Alkohol und Fallung mit Bleisalzen, wobei in 
saurer Lésung nur Verunreinigungen, bei schwach basischer Reaktion 
das Hormon selbst ausfallt. Die Zerlegung des Bleiniederschlags fiihrt 
er mit Schwefelwasserstoff durch. Soltys und Umrath® haben unab 
hangig davon in zwei ausgezeichneten Arbeiten die Erregungssubstanz 
der Mimosacee Neptunia plena weitgehend angereichert und zu charak 
terisieren versucht. Sie benutzten dazu dieselben Methoden wie Fittiny 
fiigten aber noch einige weitere Stufen hinzu, besonders eine Falluny 
des Hormons mit Quecksilberacetat, Ausfallung von Verunreinigunge)) 


' U. Ricca, Nuovo Giorn. Bot. ital., N. s. 23, 51, 1916. — 2? HA. Fitts 
Jahrb. wiss. Bot. 88, 270, 1936. — * A. Soltys u. K. Umrath, diese Zeitschr. 24. 
247, 1936; A. Soltys, K. Umrath u. Ch. Umrath, ,,Protoplasma‘ 31, 454, 193» 
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Natur der Erregungssubstanz von Mimosa pudica L. 03 


mit Pyridin und die Fallung der Erregungssubstanz als Bariumsalz und 
dessen fraktionierte Zerlegung mit Schwefelséure. Sie kamen so zu 
einem amorphen Konzentrat, das unter giinstigen Verhaltnissen noch 
in einer Verdiinnung |: 5-108 wirksam war. Das Hormon verhielt sich 
als Oxysdure oder Oxyaminosaure mit einem Molekulargewicht zwischen 
300 und 450, ist kochbestandig und unempfindlich gegen den Luftsauer- 
stoff. Von den iiblichen Fermenten wird es nicht angegriffen. Das 
letzte Ziel, die Darstellung der reinen Substanz, haben auch diese 
Bearbeiter nicht erreicht: im Gegensatz zu den rohen Kochsaften 
zeigten namlich die gereinigten Lésungen eine riitselhafte Unbestandig- 
keit und verloren mitunter schon iiber Nacht die miihsam erhaltene 
Wirksamkeit. 

Es ist noch zu erwahnen, daB auch die Kochsafte vieler anderer 
Pflanzen, z. B. Robinia, Aeschynomene, Thea, starke Wirkung im 
Mimosentest zeigen. Umrath! hat durch Vergleich der Grenzdosis an 
verschiedenen Testpflanzen die Frage nach der Identitaét zu klaren 
versucht und kommt zu dem SchluB, daB innerhalb einer Familie 
gewohnlich dieselbe Substanz vorliegt, jedenfalls aber mehrere Stoffe 
mit dieser Fahigkeit im Pflanzenreich existieren. Die Erregungssubstanz 
von Neptunia plena soll mit der von Mimosa pudica identisch sein. 

Bei meinen eigenen Versuchen bin ich von den frischen Trieben 
von Mimosa pudica ausgegangen. Ich méchte an dieser Stelle Herrn 
Prof. C. von Faber in Miinchen und Herrn Professor P. Claufen in 
Marburg fiir die Anzucht der Pflanzen und manche Hilfe meinen besten 
Dank aussprechen. Ebenso hat Herr Prof. K. Suessenguth durch Uber- 
lassung seiner Notizen und viele Ratschlage meine Arbeit wesentlich 
gefordert, wofiir ich ihm sehr dankbar bin. 

Test. Die Anreicherung der Erregungssubstanz und die vielen 
Serienversuche damit wurden mit einem Mikrotestverfahren quantitativ 
verfolgt, dessen genaue Beschreibung im Versuchsteil gegeben wird. 
Mit ihm 1aBt sich der Schwellenwert der wirksamen Konzentration auf 
20°% genau ermitteln. Als Erregungsstoffeinheit (EE.) soll im folgenden 
die Menge bezeichnet werden, die 1 cem gerade noch wirksamer Lésung 
(Grenzlésung) gibt. Die Zahl der Einheiten in einem Praparat ist dann 
gleich dem Volumen (ccm) bei Grenzverdiinnung. 

Anreicherung. Die Anreicherung erfolgte in ihren beiden ersten 
Stufen nach bekannten Methoden. Der Kochsaft aus 20 kg Mimosen- 
trieben enthielt 6 - 105 EE. in 50 Liter Lésung: er wurde auf offenem 
Brenner auf etwa 4 Liter eingeengt und mit Bleiacetat im Uberschub 
gefallt, dann die Mutterlauge mit Schwefelwasserstoff entbleit. Diese 
Lésung wurde im Vakuum vollkommen eingedampft und _ hinterlieb 


1 Zus. in Erg. Biol. 14, 8. Berlin 1937. 
10* 
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311 g hygroskopische Masse mit 6-105 EE. Ein nachweisbarer Ver|ust 
ist also nicht eingetreten. 

In der zweiten Stufe wurde das Hormon mit Quecksilberacetat 
gefallt. Durch Zentrifugieren lieB sich die schleimige Fallung leicht 
abtrennen. Die vollstandige Zerlegung mit Schwefelwasserstoff maclite 
jedoch Schwierigkeiten, solange eine rein wasserige Suspension benutzt 
wurde. Ein Zusatz von 5° Alkohol zum Wasser verbessert die Be. 
netzung des Niederschlags und erleichtert damit den Angriff des Schwefel. 
wasserstoffs. Trotzdem ist lange Einwirkung unter 6fterem Um. 
schwenken erforderlich. Die zentrifugierte Lésung hinterlieB bein 
Eindampfen im Vakuum 36g. Die Auswertung der Teste ergab ein 
Uberraschung, denn es wurden 2-106 EE. festgestellt, also dreima! 
so viel, als in den Versuch eingesetzt waren. Die Verfolgung dieser 
Beobachtung hat wichtige Aufschliisse iiber die Natur des Erregungs. 
stoffs gegeben, die spiter im Zusammenhang besprochen werden sollen 

Fiir meine weiteren Versuche waren folgende Uberlegungen mab. 
gebend: Wenn die Mimosaerregungssubstanz wirklich mit der von 
Neptunia identisch ist, dann muBte nun bald der Reinheitsgrad erreicht 
werden, bei dem die Substanz aufhdért, bestandig zu sein. Dann hatte 
aber von jetzt ab jeder heftige Angriff zu unterbleiben. Insbesondere 
schieden Verfahren aus, die alkalisches Medium verlangen, denn ich 
hatte in Ubereinstimmung mit Fitting! mehrfach beobachtet, dat 
alkalische Lésungen empfindlicher sind als schwach saure. Aber auch 
Mineralsduren sollten nach Méglichkeit vermieden werden. Die Aus. 
wahl an organischen Lésungsmitteln fiir den Erregungsstoff schien mir 
zu gering, um ein neues Trennungsverfahren darauf aufzubauen, nach- 
dem die Extraktion mit Alkohol sich auf dieser Stufe nicht bewiahrt 
hatte. So verfiel ich auf die chromatographische Adsorptionsanalyse 
der wassrigen Lésung. 

. In der dritten Reinigungsstufe wurde also das hormonhaltige 
Material in Wasser gelést und durch eine Saule Aluminiumoxyd filtriert 
Schon am Tageslicht, besser noch unter der Analysenquarzlampe, konnte 
nach dem Waschen mit Wasser eine groBe Anzahl von Zonen festgestel|t 
werden. Sie wurden nach dem Augenschein voneinander getrennt und 
die wasserige Suspension der Adsorbate einzeln getestet. Es ergab sich 
eine starke Anreicherung der Wirksamkeit im oberen Teil der Siule 
liber zwei wenig wirksamen gelben Ringen, die als Indikator dienen 
kénnen. Nachdem noch in der doppelt normalen Essigséure ein Mitte! 
gefunden war, das die wirksame Substanz annahernd vollstandig vom 
Aluminiumoxyd wieder ablést, war das Verfahren, wie es im Versuclis 
teil beschrieben ist, fertig. Aus 35g mit 2-106 EE. wurden 3,9 ¢ mit 


1 }.c., S. 310. 
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1.6 106 erhalten, das ist etwa zehnfache Anreicherung bei 80°, Aus- 
beute. In einer langeren Saule (doppelt soviel Aluminiumoxyd) konnte 
die Trennung noch verscharft und in etwa 90 % Ausbeute eine zwanzig- 
fache Anreicherung erreicht werden. Vor der Wirksamkeitsbestimmung 
mu stets die Essigsiure entfernt werden, da sie noch in n/10 Lésung 
die Testreaktion an Mimosenblattern gibt. 

Das Konzentrat hatte jetzt die Reinheit 5 - 105 (EE. pro g Trocken- 
substanz) erreicht. In dieser Stufe trat zum erstenmal bei meinen 
Versuchen trotz aller Vorsicht spontaner Verlust an Wirksamkeit ein. 
Nach 3 Wochen war der gesamte Gehalt meines Konzentrats auf 
| -104 EE., das ist ungefahr 0,6 %, gesunken. 

Grund der Inaktivierung. Dieser Wirksamkeitsverlust ist ein Gegen- 
stiick zu der Neuschaffung von Hormon, die in der zweiten Stufe beob- 
achtet worden war. Dort war Schwefelwasserstoff verwendet worden; 
es war denkbar, da er eine unwirksame Vorstufe zum Erregungsstoff 
reduziert hatte, und daB nun umgekehrt die Erregungssubstanz durch 
Luftsauerstoff zu eben dieser Vorstufe dehydriert worden ist. Der ent- 
scheidende Versuch ist die Einwirkung von Schwefelwasserstoff auf 
Lésungen, die beim Stehen an Wirksamkeit verloren haben. In der 
Tat zeigte die vorhin erwahnte Lésung schon nach einer Einwirkung 
von 20 Minuten Dauer die vierfache Wirksamkeit wie vor der Be- 
handlung, und an der Ausscheidung von Schwefel war auch auBerlich 
die Reduktionswirkung des Schwefelwasserstoffs zu erkennen. Seitdem 
ist es mir in vielen Fallen gelungen, die verschwundene Wirksamkeit 
teilweise wiederherzustellen. 

Um noch ein anderes Reduktionsmittel zu priifen, wurde Natrium- 
hyposulfit untersucht. Dabei stellte sich heraus, da dieses Reagens 
schon fiir sich allein die Bewegungen des Mimosenbiattes auslést. Bei 
ausreichender Verdiinnung laBt sich dennoch zeigen, dai eine inaktivierte 
Lésung des Hormons starker wirksam wird als reines Wasser mit dem 
gleichen Zusatz von Hyposulfit; aus der Differenz ergibt sich fiir die 
oben verwandte Hormonlésung eine Verfiinffachung der Wirkung. Dies 
stimmt mit dem Ergebnis des Schwefelwasserstoffversuchs innerhalb der 
Fehlergrenze iiberein. 

Aus diesen Versuchen mupB man schlieBen, dap die spontane Inakti- 
vierung eine Autoxydation ist, die durch geeignete Reduktionsmittel riick- 
gingig gemacht werden kann. 

Die héchste Aktivierung, die an dem Konzentrat aus der Chromato- 
graphie nach 3 Wochen noch zu erreichen war, fiihrte von 0,6 auf 2,5°, 
der urspriinglichen Wirksamkeit. Wir werden spiater sehen (S. 158), 
daB bei Lésungen, die nur eine Nacht gestanden haben, eine vollstandige 
Wiederherstellung méglich ist. Die Oxydation laBt sich also ganz 
rickgangig machen, aber die dehydrierte Erregungssubstanz ist in 
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Wasser nicht unbegrenzt haltbar, sondern unterliegt langsam eine 
irreversiblen Umwandlung. 

Die wichtigste Frage ist nun, warum rohe Hormonlésungen kein 
Empfindlichkeit gegeniiber dem Luftsauerstoff zeigen. Der Grund 
hiervon ist folgender: Es hat sich herausgestellt, daB die Begleitstoffe. 
die in der Mutterlauge der Quecksilberfallung bleiben, stark autoxyda be! 
sind. Diese Lésung ist namlich nach dem Ausfallen des iiberschiissiven 
Quecksilbers mit Schwefelwasserstoff ganz hell und bleibt es auch bei 
LuftabschluB: an der Luft dagegen wird sie in wenigen Stunden dunke! 
braun. Durch Natriumhyposulfit kann sie wieder entfirbt werden. Dic 
gleichen Erscheinungen geben alle rohen Koch- und Presafte: bei 
hochgereinigten Hormonlésungen bleiben sie dagegen aus. Diese 
Begleitstoffe stabilisieren den Erregungsstoff dadurch, daB sie ihm den 
Sauerstoff wegfangen. 

Die Luftempfindlichkeit der Erregungssubstanz wurde schon von 
Soltys und Umrath in ihrer ersten Arbeit mit Neptunia diskutiert, aber 
auf Grund von Versuchen ausdriicklich abgelehnt. Trotzdem braucht 
der neue Befund meiner Ansicht nach nicht gegen die Identitat der 
Erregungssubstanzen von Neptunia und Mimosa zu sprechen. Auch der 
urspriingliche Mimosenextrakt verliert ja beim stundenlangen Kochen 
an der Luft oder unter Sauerstoff seine Wirksamkeit nicht, nur an stark 
gereinigten Extrakten kann die Erscheinung mit Sicherheit studiert 
werden, Schwankend ist auch das Verhalten der Rohlésungen gegeniiber 
anderen Oxydationsmitteln. Durch Kaliumpermanganat und Kalium- 
nitrit wird das Hormon zerstért, Wasserstoffsuperoxyd vernichtet nach 
Fitting die Wirksamkeit, nach Soltys nicht, und Jodlésung ist nach 
Soltys ohne Wirkung. Ich nehme an, daB auf gereinigte Lésungen alle 
diese Stoffe zerst6rend wirken. 


Die Erregungssubstanz ist vermutlich ein Endiol. 

Die reversible Oxydierbarkeit und die Saurenatur des Mimosen 
hormons erinnern sehr stark an die Ascorbinsaéure (Vitamin C). Auch 
diese oxydiert sich langsam an der Luft und kann durch Schwefelwasser- 
stoff wiederhergestellt werden; genau wie hier ist die Dehydroascorbin- 
siure in wasseriger Lésung nicht sehr bestandig und zersetzt sich irre 
versibel. Verbliiffend wird die Ahnlichkeit, wenn man die Reaktionen 
vergleicht, die zur Anreicherung! der beiden Substanzen dienen: dic 
Fallbarkeit mit Bleiessig, Léslichkeit in verdiinntem Alkohol und die 
Bildung eines wasserléslichen Bariumsalzes. Selbst die Analysenzahlen 
die Soltys und Umrath fiir ihre Konzentrate angeben (C = 38 bis 47° 


1 Betr. Ascorbinsdure vgl. Bertho-GraBmann, Biochemisches Praktikum, 
8. 65. Berlin und Leipzig, 1936. 
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H =- 3,4 bis 5.3%, N 1,5 bis 4,5°,), legen bis auf den Stickstoff- 
vehalt in der Nahe der Werte fiir Vitamin C (C 49.1%, H 45%, 
N = 0°). Wie Ascorbinsaure geben alle Konzentrate der Erregungs- 
substanz mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin rote Fallungen. 

Aus diesen Griinden habe ich Ascorbinsiure im Mimosentest 
yepriift, aber nur schwach wirksam befunden sie gleicht etwa ver- 
diinnter Essigsaure von derselben Normalitaét. Mit der weit verbreiteten 
Ascorbinsaéure ist der Erregungsstoff der Mimosaceen bestimmt nicht 
identisch. 

Die Erregungssubstanz ist eine reduzierende Oxycarbonsaure oder 
ein Endiol und enthalt vielleicht noch eine Aminogruppe. Fiir kiinftige 
[solierungsversuche ergeben sich aus dem beschriebenen Verhalten 
wesentliche Gesichtspunkte, mit deren Hilfe ich hoffe, zur reinen 


Substanz zu gelangen. 


Die Riickkehr der Pflanze in den Normalzustand. 


Rohe Lésungen des Hormons sind jahrelang unverandert halt bar 
und wirksam. Trotzdem nimmt selbst eine stark gereizte Pflanze unter 
giinstigen Assimilationsbedingungen in laingstens 10 Minuten ihre 
normale Haltung wieder an. Untersucht man dann die Ansprechbarkeit 
der Triebe gegen Hormonlésungen, so findet man sie etwa ebenso grob 
wie vorher. Das Hormon, das anfangs die Bewegungen verursacht hat, 
muB also verschwunden sein. Es geht auch nicht an, einfach mit der 
Verteilung tiber immer gréBere Bezirke der Pflanze das Nachlassen 
seiner Wirkung erklaren zu wollen: denn eine Pflanze, die in allen 
Teilen gereizt war und daher iiberall schon mit der ausreichenden Menge 
Hormon durchsetzt ist, verhalt sich in der Restitution nicht anders als 
eine nur lokal gestérte Pflanze. 

Erst die Untersuchung von Mimosa-Prefsaft ermodglicht es, die 
Riickbildung des Normalzustandes zu verstehen. Im Gegensatz zum 
Kochsaft verliert ein frischer PreBsaft aus abgeschnittenen Trieben von 
Mimosa pudica seine Wirksamkeit sehr schnell: wird er jedoch kurze 
Zeit aufgekocht, dann ist er fortan bestandig. Um diese Inaktivierung 
genauer verfolgen zu kénnen, wurde frischer PreBsaft sofort nach seiner 
Gewinnung in einen Thermostaten von 31° C gebracht : aus dem Vorrats- 
vefaB, zu dem die Luft freien Zutritt hatte, wurden in bestimmten Zeit - 
abstinden Proben entnommen, 10 Minuten gekocht und wieder in 
den Thermostaten zuriickgebracht, bis simtliche Proben nebeneinander 
getestet werden konnten. Das Ergebnis ist in der Kurve! (Abb. 1) dar- 


! Bei der zweiten Probe war nicht lange genug gekocht worden; daher 
fallt dieser Punkt heraus. 
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gestellt. Die Zeit rechnet vom Beginn des Auspressens und der Verlauj 
der Kurve abt erkennen, daB eine sehr erhebliche Wirksamkeits. 
abnahme schon vor der ersten Stoppung, die erst nach 8 Minuten 
méglich war, eingetreten sein mu. Die Hauptmenge der Erregunys. 
substanz ist wahrscheinlich nach 15 Minuten verschwunden. 

Der Wirksamkeitsverlust ist vom Sauerstoff abhangig. Proben 
von je 10,00 ccm PreBsaft wurden in der Warburg-Apparatur unter 
Sauerstoff und Stickstoff 
geschiittelt (36°). Nach einer 
| anfanglichen Inkonstanz 
| aller Proben zeigte nach 
einiger Zeit nur der An. 
satz unter Sauerstoff einen 
fast konstanten Verbrauch 
von 5,9 cemm pro Stunde 





er entspricht dem letzten, 











asymptotischen Teil der 

i a 2 ee Se ee ee ee ae 

Abb. 1. war gar keine, unter Luft 

keine eindeutige Abnahme zu 

messen. Abgekochter PreBsaft verbrauchte keinen Sauerstoff. Nach 

15 Stunden enthielt der Sauerstoffansatz noch 40 EE., der Stickstoff. 
ansatz dagegen etwa 250 EE. 

Die Inaktivierung beruht auch hier auf einer Dehydrierung des 
Hormons, die durch Reduktionsmittel riickgingig gemacht werden 
kann. Die Probe mit 40 EE. aus der Sauerstoffbehandlung konnte mit 
Schwefelwasserstoff auf 300 EE. gebracht werden, also iiber den Anfangs 
wert, der durch die Stickstoffprobe ungefaihr gegeben ist (250 EE.). 

Die Versuche beweisen, dap im Prepsaft eine Oxydase vorhanden ist, 
die unter Umgehung der natiirlichen Stabilisatoren Sauerstoff auf die 
Erregungssubstanz iibertrigt und diese damit unwirksam macht. Die 
Versuche von Biinning! iiber den Sauerstoffbedarf der Restitution und 
die dabei eintretende Temperaturerhéhung finden hierdurch eine 
einfache Erklirung. Ich méchte iibrigens annehmen, da kraftig assi- 
milierende Pflanzen nicht auf den Luftsauerstoff angewiesen sind, denn 
sie finden ja in ihren Blattern reichliche Mengen Sauerstoff aus det 
Assimilation ; gewiB hangt auf diesem Wege die Reaktionsfihigkeit der 
Pflanze mit dem allgemeinen Zustand ihres Wachstums zusammen 





Die Reizwirkung von Natriumhyposul fit. 
Es wurde auf 8. 155 gelegentlich erwihnt, daB Natriumhyposulfit 
im Mimosentest stark wirksam ist. Die Grenze liegt etwa bei m1) 


! E. Biinning, Planta (Berl.) 23, 225, 1934. 
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Es gibt zwar nach Fitting! u. a. eine ganze Anzahl von Substanzen, die 
in verhaltnismaBig hoher Konzentration den Test auslésen, also ge- 
wissermaBen als Reiz wirken, aber fiir ein Salz ist die Wirkung un- 
gewohnlich stark. Ich glaube deshalb, daB hier ein anderer Mechanismus 
vorliegt. Die Teste werden ja mit frisch geschnittenen Blattern oder 
Trieben ausgefiihrt, sobald diese sich wieder entfaltet haben. Das von 
dem starken Schnittreiz herriihrende Hormon ist dann zwar desaktiviert, 
aber in Form der Dehydroverbindung noch vorhanden. Wenn nun 
ein ausreichend starkes Reduktionsmittel im Blatt aufsteigt, muBb es 
wieder Hormon zuriickbilden und hierdurch indirekt wirksam sein. 
Ich halte es weiterhin fiir méglich, daB auch die von Fitting aktiv be- 
fundenen «-Aminosaduren nur indirekt wirken. Bei Gegenwart einer 
Aminosdureoxydase kénnen sie als Wasserstoffdonatoren oxydiertes 
Hormon reduzieren. 

Aus den besprochenen Griinden wurde bei allen meinen Reduktions- 
versuchen mit Schwefelwasserstoff der Uberschu8 durch Vertreiben mit 
Kohlenséure oder Auskochen entfernt. 


Die Stellung der Erregungssubstanz im Vorgang der Reizleitung. 

Einige Jahre nach der Entdeckung von Ricca (1. c.) zeigte Snow? 
und spaiter besonders Umrath®, daB in den sensitiven Pflanzen neben 
oder sogar vor der Reizleitung durch den chemischen Stoff eine physi- 
kalische Ubertragung existiert, die Ahnlichkeit mit der Nervenleitung 
der Tiere hat. Ich halte es fiir sicher, daB es die Aufgabe der ,,Nerven- 
leitung’' ist, an entfernter Stelle die Sekretion oder Bildung der Er- 
regungssubstanz auszulésen. Erst diese wirkt auf die Gelenke ein; der 
Mechanismus der Bewegung ist also stets derselbe. Die Verhaltnisse 
liegen bei Tier und Pflanze durchaus gleich: Beim Tier sezerniert die 
Endplatte des gereizten Nerven Acetylcholin und dieser Stoff veranlaBt 
die Kontraktion der Muskelfasern, bis er von der Cholinesterase zerstért 
wird. Bei der Mimose wird der Erregungsstoff vom ,Nerv‘ ausgeschieden 
und durch seine Oxydase wieder entfernt. Bei der Pflanze vollziehen 
sich alle diese Vorgange langsamer als beim Tier und nach einem anderen 
chemischen Prinzip, aber in ganz dem gleichen Sinne. 


Versuche. 
Das Testver fahren. 
Die Bestimmung der Hormonmenge geschieht an einzelnen Blattern 


von Mimosa pudica und beruht auf der Feststellung derjenigen Ver- 


1 H. Fitting, Jahrb. wiss. Bot. 72, 700, 1930. — ? R. Snow, Proc. Roy. 


Soe. London (B) 96, 349, 1924. — * Zusammenfassung bei K. Umrath, 


Ergebn. d. Biol. 14. Berlin 1937. 
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diinnung, bei der in der Halfte der Falle innerhalb 15 Minuten die 
Bewegungsreaktion noch eintritt (,,Grenzkonzentration’). Das Ver 
fahren ist leider ziemlich umstandlich, da man oft recht viele Ver. 
diinnungen herstellen muB, um gerade an diese Grenze zu kommen 
Bei gr6Beren Anspriichen an die Genauigkeit sind zudem vier bis secl\s 
Bestimmungen mit der Grenzlésung nétig, damit fiir Eintreffen und 
Ausbleiben der Reaktion Doppelbestimmungen vorliegen. Die erreic) 
bare Genauigkeit ist dann etwa +- 20°,. Alle Versuche, die Reaktions. 
zeit zur Beurteilung der Wirkstoffmenge zu verwerten, was wesentiic! 
rascher durchfiihrbar ware, sind an den starken individuellen Unte1 
schieden der einzelnen Blatter 
gescheitert: nur ganz grobe 
Schaitzungen lassen sich auf 
diese Art erhalten. 

Um so mehr muBte Wert 
darauf gelegt werden, dic 
Teste serienweise mit ein- 
fachen Hilfsmitteln und miév- 
lichst geringem Materialver- 
brauch durchzufiihren. Als 
Halter fiir die Blatter be- 
nutzte ich Streifen aus star 








san kem Papier, die an einem 

Ende zwei kurze _parallele 

Schnitte zum Durchstecken des Blattstieles erhalten: mit dem anderen 

Ende sind sie an kleine Holzklétzchen angeheftet (Abb. 2). Zu jedem 

solchen Stativ gehéren zwei kleine Vasen aus Glas von der abvge- 

bildeten Form; das aufgebogene Ende des FuBes dient als Griff. Der 

Inhalt soll 0,1 bis 0,2 cem sein. Die Héhe richtet sich nach den Blatt. 

haltern, sie betragt etwa 2cm. Ein Experimentator kann bis zu 20 
solcher Einheiten nebeneinander verwenden. 

Das abgeschnittene Blatt (am besten eignen sich die alteren zwei- 
teiligen) wird im Halter befestigt und zunachst in Wasser eingestellt 
bis es sich wieder ge6ffnet hat. Dann hebt man den Holzklotz vorsichtiy 
auf und stellt ihn neben die bereitstehende zweite Vase mit der Test 
lésung derart, daB der Blattstiel nun in diese eintaucht. Bei richtigem 
Arbeiten wird das Blatt hierdurch nicht gereizt. Ist die L6sung wirksam 
dann setzt nach einiger Zeit ganz plétzlich das Zusammenfallen cer 
Fiederblattchen ein. In seltenen Fallen kommen spontane Bewegunye! 
vor, die man auch an den Pflanzen selbst beobachtet; Tauschungen 
werden durch Doppelbestimmungen sicher ausgeschaltet. 

Die Teste sind nur im Gewachshaus durchfiihrbar, sie verlangen 
die richtige Temperatur (28 bis 46°) und hohe Feuchtigkeit; daneben 
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sind noch andere, unbekannte Einfliisse maBgebend. Teste von ver- 
schiedenen Tagen lassen sich nicht direkt miteinander vergleichen, 
sondern nur mit Hilfe einer Standardlésung, die jedesmal mitgetestet 
wurde. Im Spatsommer werden die Versuche unsicher; nach langen 
Schlechtwetterperioden sind die Pflanzen auch unter giinstigen Be- 
dingungen trag. 

Testbeispiel: 1,80 g Konzentrat aus der Chromatographie wurden zu 
500 cem in Wasser gelést; 0,25 cem dieser Lésung wurden zur Gehalts- 
bestimmung auf 10,00 cem aufgefiillt : 

in 10, 2 Minuten 
1: 10 in 13, 8, 8 Minuten - 
1:20 in 11 Minuten +, in 17, 17 Minuten —. 


Lésung 11 
Lésung 11 


bo bo bo 


Lésung 11 

Mit der Verdiinnung 1: 20 ist die Grenzkonzentration (Ge.) erreicht. 

Die Gesamtmenge giibe bei gleicher Verdiinnung 4- 10° cem, sie enthalt 

also 4- 10° EE. Der Reinheitsgrad (EE. pro g Trockensubstanz) ist etwa 

2-105. Da an dem betreffenden Tage eine haltbare Standardlésung nur 

die Halfte ihrer sonstigen Wirksamkeit hatte, ist der Wert zum Vergleich 
mit friiheren Werten zu verdoppeln. 


Chromatographische Reinigung der Erregungssubstanz 
(3. Stufe der Gesamtreinigung). 


36,7 g Material der 2. Reinigungsstufe mit 2-106 EE. wurden in 
100 cem luftfreiem Wasser gelést und durch eine Saule von 1 kg Alumi- 
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Abb. 3 


niumoxyd (.Verck puriss.) in einem Quarzrohr filtriert, dann mit | Liter 
luftfreiem Wasser gewaschen. Das zonenreiche Chromatogramm wurde 
nach Abb. 3 unterteilt und die einzelnen Zonen unter méglichstem Luft- 
ausschluf mit 2 n Essigsaiure eluiert, im Vakuum eingedampft und die 
Riickstande zum Testen in MeBk6lbchen aufgelést. Das Ergebnis zeigt 
die letzte Spalte. Danach sind 80° der Wirksamkeit in der hellen 
oberen Zone zwischen dem stumpfbraunen Schmutzring und der gelben 
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Doppelzone enthalten. Wahrscheinlich ist schon ein geringer Verlust 
durch Inaktivierung eingetreten, denn nach 3 Wochen ist dieselbe 
Lésung fast unwirksam geworden. 


Extraktion mit Alkohol (4. Reinigungsstufe). 

Durch Ausziehen der wirksamsten Fraktion (3,9 g) von Stufe 3 mit 
absolutem Alkohol erhalt man nochmal eine etwa vierfache Anreicherung 
allerdings betrug die Ausbeute nur 40°% der Wirksamkeit und fast 
ebensoviel blieb im Riickstand okkludiert. Lésung 12/2. 

17 mg mit 5000 EE. wurden mit 10 cem absolutem Alkohol eine Nacht 
digeriert, filtriert und der Alkohol abgedampft: 2,3 mg mit 2000 EF.. 
Reinheitsgrad 10°. Bestandigkeit sehr gering. 


Reaktivierung mit Schwe felwassersto ff. 

In 10 cem der Lésung 12/2, die von 15 Ge. in 3 Wochen auf 1 Ge. 
zuriickgegangen war, und in 10 ccm destilliertes Wasser wurde 20 Minuten 
lang ein kraftiger Schwefelwasserstoffstrom eingeleitet. Nur 12/2 wird 
trib. Dann wurde durch beide Lésungen 15 Minuten lang Kohlensiure 
getrieben und anschlieBend getestet: 


Wasser, H,S: in 28 Minuten +, in 16, 22, 24, 23 Minuten — unwirksam 
12/2: in 15, 7, 10 Minuten +, in 15, 20, 15 Minuten — 1 Ge. 
12/2, H,8: in 13, 2, 6, 4, 5, 7 Minuten + 


12/2, H,8, 1: in 7 Minuten +, in 15, 18 Minuten - 


5: | ’ 
: i 2 o 7M: ‘her oA: etwa 4 Ge. 
12/2, H,S, 2: 5: in 13, 3, 7 Minuten +, in 18 Minuten | cl 


x 


Vor der Behandlung waren in 10 ccm Lésung also 10 EE., nachher 
40 EE. enthalten. 


Die Wirkung von Natriumhyposul fit. 
Es wurden folgende Lésungen angesetzt: 


14/2: 10 ccm der Lésung 12/2 + 1ccem 1 mol. Na,S,0, 
14/3: 10 cem Wasser + 1ccm 1 mo}. Na,S,0O, 


Nach l5stiindigem Stehen ist Lésung 14/2, die vorher gelb war, farblos 
geworden. 14/2 enthielt 100 EE., 14/3 50 (scheinbare) EE. Die Grenz- 
konzentration von Na gS,O, war 0,02 molar, doch lagen an diesem 
Tage die Teste tiefer und der Wert ist mit etwa 0,01 molar anzusetzen. 


Die Inaktivierung und die Wiederherstelluny der Wirksamkeit von Prefsa ft. 


Fiir alle Versuche mit dem frischen PreSsaft ist rasches Arbeiten 
erstes Erfordernis, da die Inaktivierung sehr schnell einsetzt. Unter 
Beachtung dieses Grundsatzes wurden frische Triebe von Mimosa 
méglichst bald nach der Ernte ausgepreBt und je 10,0 ccm PreBsaft 
sofort in Warburg-GefaBe eingefiillt, die dann durch Ausspiilen mit 
einem kraftigen Gasstrom so gut wie méglich mit Sauerstoff oder 
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Stickstoff gefiillt wurden. GefaiB 4 enthalt 10,00 cem PreBsaft, der vor 
dem Einfiillen 8 Minuten gekocht wurde, unter Sauerstoff. 





— Gas Volumabnahme Test nach 15 St. jan ae 
1 Sauerstoff... + 40 EE. 300 EE. 
2 Ue ee wirksam 
3 Stickstoff ... 250 EE. 
4 Sauerstoff. . . 150 EE. 
5 as (Kontrolle) 


Im Thermostaten von 36° zeigten anfangs alle GefaiBe geringe 
Druckabnahme, die aber nicht gemessen werden konnte, weil das 
Temperaturgleichgewicht noch nicht erreicht war. Als die Messung 
begann, etwa 2 Stunden nach Beginn des Pressens, war nur noch bei | 
ein stetiger Gasverbrauch von etwa 5,9 emm O, pro Stunde festzustellen. 

Von den Testen seien nur die wichtigsten der Probe 1 als Belege 
mitgeteilt : 

Lésung 1, nicht reduziert: 

1:2 in 4, 5, 2 Minuten +, in 32, 20 Minuten 
1:4 in 15, 4, 2 Minuten +, in 16, 18, 18 Minuten 


1:4 ist Grenzkonzentration. 


Dieselbe Lésung, 15 Minuten mit H,S behandelt: 


1:20 in 10, 1, 7, 6, 12 Minuten +, in 15, 21, Minuten 
1:40 in 17 Minuten +, in 31, 17, 33 Minuten 


1:30 ist Grenzkonzentration. 


AuBer den schon erwaihnten Herren danke ich meiner Frau sowie 
Herrn Dr. fF’. Reicheneder, Herrn K. H. Tédnzer und Herrn W. Gulde fiir ihre 
Unterstiitzung bei den Testversuchen, besonders aber der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft (Roche-Fonds) fiir die Uberlassung von Apparaten. 


Zusammenfassung. 


1. Zur Anreicherung der Erregungssubstanz wird als neues Ver- 
fahren die Chromatographische Analyse verwendet. 

2. Der Wirksamkeitsverlust gereinigter Lésungen beruht auf einer 
Autoxydation, die in den Rohlésungen durch luftempfindliche Begleit- 
stoffe abgefangen wird. Die Autoxydation kann durch Reduktions- 
mittel riickgingig gemacht werden; die Wirksamkeit kehrt dann teil- 
weise zuriick. 

3. Die Pflanze enthalt eine hitzeempfindliche Oxydase, die in den 
PreBsaft iibergeht. Sie veranlaBt auch in den Rohlésungen ein rasches 
Nachlassen der Wirksamkeit, wenn Sauerstoff zugegen ist. Sie er- 
moéglicht dadurch die Riickkehr der gereizten Pflanze in den Normal- 


zustand. 





Vermégen besitzen, erfaBt werden. 


den Faktoren. 








Versuche zur quantitativen Bestimmung 
der H-Donatoren und der Dehydrasen in Bakterien- 
oder Gewebesubstraten. * 
Von 
Mario Calecinai. 


(Aus dem Koéniglichen Universitatsinstitut fiir Mikrobiologie in Mailand 


(Eingegangen am 19. Juni 1939.) 


Es ist der Zweck der im folgenden beschriebenen Methode, das 
Oxydoreduktionsvermégen eines organischen Substrats (Gewebe oder 
Bakterien) quantitativ zu bestimmen. Es soll also einerseits der Gesamt- 
inhalt aller dehydrierbaren Substanzen oder das natiirliche H-Donatoren- 
vermogen und anderseits das enzym-katalytische System oder die 
Dehydrasen und eventuelle Nebenfaktoren, die auch aktivierendes 


Der Kiirze und Klarheit halber wird in der Folge als ,,H-Donatoren- 
vermogen* jener Komplex mehr oder weniger leicht dehydrierbarer 
Substanzen bezeichnet (H-Donatoren), die in einem dehydrierbaren 
Substrat enthalten sind; unter der Bezeichnung ,,enzym-katalytisches 
System™ werden alle Substanzen zusammengefaBt (Dehydrasen, Co 
Fermente, Sulfhydrylkérper, Metalle, Ascorbinsaure), die in irgendeiner 
Art den Mechanismus der physikalisch-chemischen Lockerung und 
folgende Abspaltung von H von dehydrierbaren Substraten erleichtern 
oder beeinflussen kénnten. Die H-Donatoren und das enzym-katal ytiseh: 
Vérmogen bilden zusammen mit dem H-Akzeptor die Hauptfaktoren. 
auf denen das Wielandsche Schema des Oxydoreduktionsmechanismus 
eines dehydrierenden Systems beruht. AuBerdem muB man das ,,Oxydo- 
reduktionsvermégen* von der ,,Oxydoreduktionsintensitdt eines organi- 
schen Substrats unterscheiden. Unter ,,Oxydoreduktionsvermégen“ ver- 
stehe ich ein Ma fiir die in einem gegebenen organischen Substrat vor- 
handenen aktiven Substanzen (H-Donatoren und enzym-katalytisches 
oder aktivierendes System); die ,,Oxydoreduktionsintensitdt’ dagegen 
bildet ein Ma fiir die Wirkung im Zusammenhang mit den sie erzeugen 





Ich bin dabei, diese 4uBerst einfache und anwendbare Methode zu 
vervollkommnen, um die beste Art fiir eine Standardanwendung aus- 
zuarbeiten. 
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I, 


1. Vorbedingungen fiir eine einwand freie quantitative Bestimmung der 
H-Donatoren und des enzym-katalytischen Vermégens einer Bakterienart, 


Um die Anwendbarkeit der Methode auf Bakteriensubstrate zu 
ermOglichen, muBten zuerst einige Fehlerquellen beseitigt werden, und 
zwar erstens das Wachstum der Keime wahrend der manchmal langen 
Versuchszeit der beiden Methoden, zweitens Verunreinigungen durch 
Fremdbakterien. Da die Anwendung eines Antisepticums eine Ver- 
inderung der idealen Bedingungen fiir eine genaue Wertung des Oxydo- 
reduktionsvermégens verursacht hatte, wurde durch Erhéhung der 
Temperatur und durch Zusatz einer sehr konzentrierten Methylenblau- 
lésung (1: 2000) die Versuchszeit so stark abgekiirzt, daB eine Ver- 
unreinigung durch Fremdbakterien praktisch ausgeschaltet war. Durch 
diese beiden Faktoren werden auBerdem fiir den Bakterienkérper 
so ungiinstige Lebensbedingungen geschaffen, da eventuelle Lebens- 
funktionen von ihm in keiner Weise die beiden genannten Faktoren, 
H-Donatoren und Dehydrase, beeinflussen. 

Bei der Bestimmung der natiirlichen und vorgebildeten H-Dona- 
toren eines beliebigen Bakteriensubstrats ergibt sich weiterhin die 
Frage, ob es genauer ist, eine Wertung von Bakterien vorzunehmen, die 
vorher mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und zentrifugiert 
und dementsprechend teilweise ihrer H-Donatoren beraubt sind, oder 
von solchen, die keinerlei Manipulation unterworfen wurden. Ich konnte 
tatsachlich feststellen, daB eine einzige Waschung oder Zentrifugierung 
genugt, um einen betrachtlichen Teil der H-Donatoren zu entfernen. 
Nicht gewaschene Bakterienaufschwemmungen enthalten viele de- 
hydrierbare Substanzen, die sich zum gr6éBten Teil auBerhalb des 
Bakterienkérpers befinden. Solche Substanzen sind in erster Linie die 
Spaltungsprodukte des Nahrbodens, also eigentlich ein Ausdruck der 
Stoffwechseltatigkeit der Keime, die sicherlich auch nicht aufer acht 
gelassen werden darf. Aus diesem Grunde habe ich gleichzeitig zwei 
Bestimmungen vorgenommen, und zwar an derselhen Anzahl gewaschener 
und ungewaschener Bakterien (Standardaufschwemmungen). Diese beiden 
sich erginzenden Werte tragen dazu bei, unsere Kenntnisse iiber das 
Verhalten der einzelnen Bakterienarten in bezug auf ihre biologische 
Tatigkeit zu vertiefen. 

Im iibrigen hat sich ergeben, daB es ratsam ist, junge 1S8stiindige 
und auf festem Nahrboden gewachsene Kulturen zu verwenden und 
die Keimaufschwemmungen jeweils frisch herzustellen. Wenn man die 
Dehydrierungsversuche an Keimaufschwemmungen unternimmt, die 
schon vor Stunden hergestellt sind, so haben wir es sicher mit Ver- 
inderungen der Lebensbedingungen und der entsprechenden Lebens- 
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anpassungen von seiten des Keimes zu tun, die auch die Faktoren und 
ihre Wechselbeziehungen betreffen, welche das Oxydoreduktionssystem 
bilden. Ich habe es deshalb vorgezogen, nicht die von Quastel angege bene 
Technik zu verwenden, bei der man mit ,,ruhenden Bakterien‘, d. h, 
lebenden Keimen arbeitet, aber mit LebenséuBerungen, die sicherlich 
nicht den physiologischen entsprechen. 


Beide Phasen der Methode werden in Thunberg-Roéhren bei 45° 
ausgefiihrt, wobei eine Methylenblaulésung 1: 2000 als H-Akzeptor 
verwendet wird. Durch nephelometrische Messung mit dem Opaco 
meter von Welcome wird erreicht, daB8 alle Keimaufschwemmunven 
dieselbe Anzahl von Bakterien enthalten, und zwar in ] cem 3 Milliarden 
Keime. Man darf dabei niemals Keime verwenden, die in fliissigen 
Nahrbéden gewachsen sind, noch weniger ihre Aktivitaét oder Oxydo.- 
reduktionsaktivitét an Bouillonkulturen bestimmen, da man sonst 
durch die in dem Nabrboden reichlich vorhandenen Donatoren zu 
vroben Fehlschliissen gelangen wiirde. Es empfiehlt sich auberdem. 
Pufferlésungen, die ein py von 7,2 bis 7,4 haben, zuzusetzen, weil die 
Standardaufschwemmungen der zu vergleichenden Bakterienarten ver- 
schiedene py-Werte aufweisen kénnen. 


2. Bestummung des Donatorengehalts von Bakterien. 


In sieben Thunberg-Réhren gibt man je lecem (3 Milliarden) Keim 
standardaufschwemmungen. Sodann setzt man ansteigende Mengen eine! 
Methylenblaulésung 1: 2000 hinzu, z. B. 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5 cem, 
und endlich 2cem einer m/15 Phosphatpufferlésung nach Sérensen mit 
einem py von 7,2. Nachdem man die J'hunberg-Réhren evakuiert hat. 
taucht man sie in ein Wasserbad von 48°. Der Versuch ist beendet, 
wenn in einigen Thunberg-Rohren vollige Entfairbung eingetreten ist, 
wahrend in anderen die Farbe zum Teil erhalten ist und iiber eine langere 
Versuchszeit unverdndert bleibt. Von den nicht entfarbten Thunbery- 
Roéhren gilt diejenige als Ma8 fiir das Donatorenvermégen des Substrats, die 
die geringste Farbung, aber noch keine véllige Entfarbung aufweist. Wenn 
z. B. die Thunberg-Réhre mit 2 cem Methylenblau fast ganz entfarbt ist, so 
bedeutet das, da das H-Donatorenvermégen der Aufschwemmung von 
3 Milliarden Keimen in einem cem 2 cem einer Methylenblaulésung 1 : 2000 
entspricht, d. h., wm 2 cem dieser Lésung zu reduzieren, muBten alle H-Dona 
toren, die das Oxydoreduktionssystem dieser Keime enthielt, aufgeboten 
werden. Man kann erforderlichenfalls eine Kontrollserie vornehmen, 
wobei man die Mengen des Methylenblaus in engeren Bereichen abstutt 
Es ist besser, die Versuchszeit in diesem Falle etwas zu verlangern, am 
besten auf etwa 18 Stunden. 

DaB der bei der Methode erreichte Stillstand wirklich durch Er 
schépfung der Donatoren bedingt ist, geht aus folgenden Tatsachen 
hervor: 1. wenn man in eine Thunberg-Réhre, in der keine Entfarbuny 
eingetreten ist, einen neuen kiinstlichen Donator hinzufiigt, so tritt Ent- 


firbung ein, und zwar ist sie um so starker, je mehr Donatorenmateria! 
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fabelle I. Bestimmung der H-Donatoren bei einem Stamm Eber- 
thella typhi in ,,S**-Phase. 


Die Standardaufschwemmung ist mit gewaschenen Keimen hergestel!t. 





Methylenblau- 


Eberthella typhi lésung 1 : 2000 Kochsalzlésung sa phreaktion 
ecm ecm ecm 
1 3 2 
1 3,5 1,5 
1 4 1 
1 4,5 0.5 
1 5 0 = 
Erklarung der Zeichen: ginzliche Entfairbung, +, ++, +++ 
Farbungsintensitét am Ende der Probe. Die mit + bezeichnete Réhre 


dient als Bestimmungsindex. Letzterer entspricht in Tabelle I der mit 
4,5cem Methylenblaulésung beschickten Réhre; somit enthalten 3 Milli- 
arden Eberthella typhi eine Menge H-Donatoren, welche geniigt, um un- 
gefahr 4,5ceem Methylenblaulésung 1: 2000 zu reduzieren. 


man hinzufiigt; 2. wenn man in einer Thunberg-Rohre, in der die Ent- 
farbung unvollkommen war, neue kiinstliche Donatoren hinzufiigt, 
dann wird die Entfairbung eine vollkommene und auch gréBere Farbstoff- 
mengen werden entfairbt, und zwar proportional der Menge der kiinstlich 
hinzugefiigten H-Donatoren. 


Wie erwahnt, muB man die Bestimmung des Donatorenvermégens 
vornehmen 

1. mit einmal gewaschenen und zentrifugierten Keimaufschwemmun- 
gen. Der so erhaltene Wert ist nicht genau, da so ein Teil der Donatoren 
entfernt wurde und nur dasjenige Reduktionsvermégen bestimmt wird, 
das an das enzym-katalytische System gebunden ist ; 

2. mit nicht gewaschenen Bakterienaufschwemmungen. Diese 
Methode erfaBt vielleicht besser den Gesamtkomplex der auBeren und 
inneren Donatoren des Bakterienkérpers und gibt gleichzeitig ein 
charakteristisches Ma® fiir die biologischen Eigenschaften einer be- 
stimmten Bakterienart. Beide Bestimmungen ergianzen sich gegenseitig 
und bilden eine gute analytische Basis, um die Bedeutung der H-Dona- 
toren und des Oxydoreduktionsmechanismus der Bakterien kennen- 
zulernen. 


3. Bestimmung der enzym-katalytischen Wirksamkeit 
eines Bakterienmaterials. 

Ebenso wie mit Geweben sind auch mit Bakterien zahlreiche 
Versuche zur Aktivierung bestimmter hinzugefiigter Donatoren ge- 
macht worden. So hat man zahlreiche Kohlenhydrate, Aminosauren usw. 
daraufhin untersucht, ob eine bestimmte Bakterienart eine Dehydrase 
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oder besser ein Aktivierungssystem besitzt, das sich dem betreffenden 
Donatorensubstrat anpaBt. Zu diesem Zweck hat man sich der Methode 
des wiederholten Waschens der Keime (bis zu viermal) bedient (Quast:/ 
u.a.). Damit inaktiviert man das Oxydoreduktionssystem durch Er- 
schépfung der in dem Bakterienkérper enthaltenen Donatoren. Fiigt 
man von neuem einen kiinstlichen Donator hinzu, der in dem lebenden 
Substrat eine geeignete Dehydrase findet, so beginnt das System von 
neuem zu dehydrieren. Durch Waschen des Bakterienmaterials wiirde 
man nur die Donatoren entfernen (wenigstens nach den meisten Autoren), 
da man bis heute noch keinen Ubergang der Dehydrasen aus dem 
Bakterienkérper in die Waschfliissigkeit nachweisen konnte. Ganz 
anders liegen die Verhaltnisse bei tiberlebenden Geweben, aus denen 
man mit Leichtigkeit beide Komponenten des Oxydoreduktionssystems 
(Donatoren und Dehydrase) entfernen kann. 

Wenn auch bei Versuchen mit Bakterien die Waschfliissigkeit 
keine Oxydoreduktionseigenschaften besitzt und demnach_ wahr-. 
scheinlich keine enzymatischen Aktivatoren enthalt, so ist damit doch 
noch nicht ohne weiteres eine partielle Entfernung des enzymaktivieren- 
den Systems aus dem lebenden Bakterienkérper, wie z. B. Entfernung 
eines Co-Enzyms oder Ahnliches (Ascorbinséure, Glutathion usw.), 
auszuschlieBen, wenn es auch wahrscheinlich ist, daB ein lebendes 
Substrat (Keime) und ein iiberlebendes, mechanisch stark beeintrdachtigtes 
(zerriebene Gewebe) sich in grundverschiedenen und nicht vergleichbaren 
Bedingungen befinden. Das erstere kann gewisse lebensnotwendige 
Substanzen speichern mit Hilfe einer biologischen Grenzflache, die 
auch den kleinsten Verlust an Dehydrase verhindert. Dadurch erscheint 
es verstindlich, dafB in den festen oder fliissigen Nahrbéden der Bakterien 
sich nie Dehydrasen befinden. 

Da dies alles noch nicht sicher bewiesen ist, habe ich das einmalige 
Waschen der Bakterien dem wiederholten Waschen und der Zentri- 
fugierung vorgezogen, um den Bakterienkérper von den ihm aufen 
anhaftenden dehydrierbaren Substanzen zu befreien. Es handelt sich 
dabei gréBtenteils um durch die Bakterientatigkeit gebildete Spaltungs- 
produkte. Da gleichzeitig die von einer Agar-Agarkultur stammenden 
Bakterienaufschwemmungen durch eine einzige Waschung um etwa 
50° ihrer Donatoren beraubt werden, habe ich versucht, bestimmte 
Mengen einer dehydrierenden Bakterienaufschwemmung mit groben 
Mengen hinzugefiigter Donatoren zu vereinigen. Dadurch erreicht man 
daf8 der Teil der Donatoren, der vom Bakteriensubstrat herstammt 
gegeniiber den zugefiigten bei der Bewertung des Dehydrasegehalts der 
einzelnen Bakterienarten zuriicktritt. 


Es empfiehlt sich deshalb, nur lcem einer Standardbakterienau! 
schwemmung (3 Milliarden Keime) nur einmal gewaschener und von festen 
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Nihrbéden stammender Keime in einer Pufferlosung von pu von 7,2 bis 7,4 
yu verwenden. Sodann fiigt man 4 cem gewohnlicher steriler Bouillon und 
schlieBlich eine beliebige, aber in allen Thunberg-Roéhren gleich grobe 
Menge einer Methylenblaulésung 1: 2000 hinzu. Die Versuchsdauer darf 
2 Stunden nicht iiberschreiten. Temperatur 48°. 
Man kann das Experiment auch folgendermaBen ausfiihren: 
In zwei Thunberg-Rohren fiillt man: 
} cem Bakterienstandardaufschwemmung, 
4cecem sterile Bouillon oder Kochsalzlésung, 
3cem Methylenblaulésung 1: 2000, 
2cem Pufferlésung, px 7,2, 
sodann evakuiert man, taucht alle Thunberg-Réhren in ein Wasserbad von 
48° und stellt die bis zur vélligen Entfarbung verstrichene Zeit fest. 


Tabelle II. 
Das bei mehreren Versuchen mit Eberthella typhi in ,,S‘*-Phase im Mittel 
notwendige Entfarbungstempo ist in Minuten ausgedriickt. 





Enzym-katalytische Wirkung Dehydrierungsintensitat 
lecem Keime + Bouillon lcecm Keime + Kochsalzlésung 
30 Min. 65 Min. 


Es empfiehlt sich, fiir jede Bakterienart zwei Thunberg-Réhren zu ver- 
wenden. 

Man mu also zu bestimmten Mengen eines zu dehydrierenden 
Substrats reichlich kiinstliche H-Donatoren und geeignete Mengen 
einer Farblésung hinzufiigen. Unter diesen Bedingungen sind die 
Oxydoreduktionsvorgange eine reine Funktion der spezifischen enzym- 
katalytischen Aktivierung des zugefiigten Donators. 

Der Wert fiir die enzym-katalytische Wirkung eines gegebenen 
Bakterienmaterials wird also durch die zur Entfarbung einer bestimmten 
Farbstofflésung notwendige Zeit ausgedriickt. 

Die hier angegebene Technik der zweiten Versuchsphase ist also 
vollkommen verschieden von bisher verwendeten und dazu geeignet, 
das Problem Gesamtbestimmung des enzym-katalytischen Vermégens eines 
gegebenen Substrats zu lésen. 


Quantitative Bestimmung der Oxydoreduktionskapazitat eines 
Gewebesubstrats. 
1. Vergleich unserer Methode mit den bisher gebrauchlichen, 
Zur — allerdings mehr qualitativen Bewertung der Dehydrase 
benutzte man meist die Fihigkeit eines Gewebesubstrats, einen be- 
stimmten hinzugefiigten Donator zu aktivieren. Man hat zu diesem 
Zwecke Lipoide, Kohlenhydrate und ihre Spaltungsprodukte, Milch- 
{}* 
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saure, Formaldehyd, Aminosiuren usw., verwandt. In dieser Weise 
hat man in den verschiedenen Organen zahlreiche Dehydrasen gesuchit 
und auch gefunden, denen man verschiedene Bezeichnungen beigelevt 
hat, so z. B. Bernsteinsiuredehydrase, Milchsiuredehydrase usw., da 
sie das entsprechende Substrat aktivieren und dehydrieren. Zu dieser 
Art der qualitativen Bestimmung hat man sich bis jetzt eines Gewebe- 
breies bedient, aus dem durch wiederholtes Waschen alle oder fast alle 
natiirlichen Donatoren entfernt waren, so da® Inaktivierung des 
Substrats eintrat. Dem so inaktivierten Substrat fiigt man nun ge- 
wohnlich die verschiedensten Donatoren hinzu, um aus dem Vorhanden- 
sein und der Intensitat der Wiederaufnahme der Oxydoreduktion des 
Systems auf bestimmte Dehydrasequalitaten und -quantitaten schlieben 
zu kénnen. 

Diese Bestimmung der einzelnen Dehydrasearten ist notwendiger. 
weise ungenau. Durch das Auswaschen des Gewebebreies entfernt man 
nicht nur die natiirlichen H-Donatoren, sondern auch einen betriicht- 
lichen Anteil der Dehydrasen; man kann also nicht erwarten, das Vor- 
handensein und die Menge bestimmter Dehydrasen festzustellen. 

Andere Autoren vollzogen die Inaktivierung des Substrats durch 
Riihren oder durch langere Aufbewahrung des Gewebebreies oder des 
Organextrakts bei Zimmertemperatur. Wenn diese Technik auch 
genauer als die vorher beschriebene ist, so ]4Bt sie uns doch iiber die 
physikalisch-chemische Integritiit des Gewebesubstrats im unklaren. 
Es ist zu erwarten, daB die hier beschriebene Methode, die an einem 
frischen und nicht gewaschenen Gewebebrei vorgenommen wird, gréBere 
Genauigkeit aufweist. 


2. Versuchstechnik. 


Um Donatoren und Dehydrasen mit geniigender Prazision erfassen 
zu kénnen, muB der Versuch innerhalb 2 Stunden nach Exitus des 
Tieres ausgefiihrt werden; die nicht zerkleinerten Gewebe sind in 
physiologischer Kochsalzlésung bei 0° aufzubewahren. 

Man benotigt wenigstens 20 Thunberg-Rohren gleicher Grobe. 
Die verwendete Methylenblaulésung in physiologischer Kochsalzlésung 
oder Aqua dest. ist ziemlich konzentriert (1: 2000), erstens um das 
Dehydrierungssystem nicht allzusehr zu verdiinnen und also die Ent- 
farbungszeit, die der Farbstoffkonzentration mehr oder minder propor- 
tional ist, nicht allzusehr zu verlangern und zweitens, um das Fassungs- 
vermogen der T hunberg-Rohren nicht zu tiberschreiten. Ein schadigender 
EinfluB auf die Dehydriermischung in vitro ist nicht vorhanden. 


Zufolge des Pufferungsvermégens der Gewebe kann der Versuch 
auch in ungepufferter Lésung ausgefiihrt werden. Gewéhnlich jedoch 
empfiehlt es sich, eine leicht basische Pufferlésung (px 7,2 bis 7,4), und 
zwar mindestens 2 ccm auf 0,1 g Gewebebrei zu verwenden. Man fiihrt 
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den Versuch bei 48° aus, um die Entfarbungszeit, die bei 37° einige 
Stunden beanspruchen wiirde, kiirzer zu gestalten, und um die Lebens- 
funktionen des lebenden Substrats méglichst zu hemmen (Keime oder 
iiberlebende Gewebe), so daB Donatorenvermégen und enzym-katalyti- 
sches Vermégen mit gréBter Genauigkeit bestimmt werden k6énnen. 

Sowohl bei der Untersuchung der Keime als auch der der Gewebe 
unterscheiden wir zwei Phasen: die Bestimmung des Donatorenver- 
mégens und die Bestimmung des enzym-katalytischen Vermdégens. 

° 
3. Bestimmung der Donatorenwirkung eines 
Gewebesubstrats. 

In Thunberg-Rohren verteilt man gleiche Mengen eines Gewebebreies, 
z. B. 0,2 g, und fiigt steigende Mengen einer Methylenblaulésung 1 : 2000 
hinzu, z. B. 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0cem. Mit Hilfe einer Saugpumpe 
werden alle Thunberg-Roéhren evakuiert und dann in ein Wasserbad von 
48° getaucht. Der Versuch ist beendet, wenn man in den Thunberg-Réhren 
mit geringem Methylenblauzusatz véllige Entfarbung, in anderen eine 
Hemmung weiterer Entfairbung feststellt; z. B. véllige Entfarbung in 
den Réhren mit 1,0, 2,0, 3,0 cem, schwache Farbung in der Thunberg-Roéhre 
mit 4,0 cem und immer starkere in jenen mit 5,0 und 6,0 cem Zusatz, in 
denen die Farbung fiir lange Zeit (mindestens 18 Stunden) unverindert 
bleibt. 

Von den Thunberg-Réhren nimmt man die am schwachsten gefiarbte 
als MaBstab fiir das Donatorenvermégen in der Gewichtseinheit des Sub- 
strats. Im obigen Beispiel also die mit 4,0 cem Zusatz, woraus sich ergibt, 
daB 0,2 g Gewebebrei ein Donatorenvermégen besitzt, das etwa 4,0 ceem 
einer Methylenblaulésung 1: 2000 entspricht. Die Réhren mit 5,0 und 
6,0cem Methylenblauzusatz werden deswegen nicht entfarbt, weil sie einen 
UbersechuB von 1,0 bzw. 2,0 cem Farbbase enthalten, der nicht mehr redu- 
ziert werden kann. Hier sind die Oxydoreduktionsprozesse wegen Er- 
schépfung der H-Donatoren zum Stillstand gekommen. Durch colori- 


Tabelle IIT. Schema und Resultat der H-Donatorenbestimmung 

in 0,2 g der zerkleinerten Leber eines seit 18 Stunden fastenden, 

normalen Meerschweinchens, das enthauptet und hierauf ent- 
blutet wurde. 


Versuchsbeginn etwa 1 Stunde nach dem Tode des Tieres. 





Methylenblau- 


Leberbrei lésung 1 : 200) Kochsalzlésung Farbreaktion 

g ccm ecm 

0,2 4,5 2,5 

0,2 5 2 

0,2 5,5 1,5 

0,2 6 1 

0,2 6,5 0,5 

0,2 7 0 jo} 


Zeichen der Farbreaktion siehe Tabelle I. 0,2 g Leberbrei enthalten 
in diesem Falle eine Menge H-Donatoren, welche geniigt, um ungefahr 
6,5 cem Methylenblaulésung 1 : 2000 zu reduzieren. 
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metrischen Vergleich der unvollstandig entfarbten Réhren oder dure} 
Wiederholung des Versuchs innerhalb engerer Grenzen der Methylenb|ay 
konzentration kann der Grenzwert leicht noch genauer erfaBt werde) 


4. Bestimmung des enzym-katalytischen Systems. 

Fiir einen direkten Vergleich des enzym-katalytischen Vermégens 
von 0,1 g Organbrei (zweite Phase) ist vorher erst das genaue Donatoren 
vermégen dieser Organmenge zu bestimmen. Man vermeidet so 7) 
groBe Mengen der Farblésung und erreicht einen ziemlich genauen Wert, 

Um beim Abwagen Verluste zu vermeiden, empfiehlt es sich, de) 
Gewebebrei aus gut ausgebluteten Organen mitsamt dem Seidenpapie: 
stiickchen, auf dem er gewogen wurde, in die Thunberg-Rohre einzubringen 

Man gibt in jede der zwei Thunberg-Rohren: 

0,1 g des untersuchten Gewebebreies (nicht gewaschen), 
4,0 cem gewohnlicher steriler Bouillon, 
0,5 cem Methylenblaulésung 1 : 2000 

und verfaihrt weiter wie oben. 

Man fiigt also zu auBerst kleinen Mengen eines dehydrierenden Subst rats 
auBer der geeigneten Farblésung kiinstlich groBe Mengen von Donatore: 
hinzu, um so die Entfarbungszeit zu verlangern. Es empfiehlt sich jedoch, 
2 Stunden nicht zu iiberschreiten. 

Man bestimmt also das Aktivierungsvermégen gegeniiber einer 
bestimmten zugefiigten Donatorenmenge. Die natiirlichen H-Donatoren 
sind wegen der geringen Gewebemenge gegeniiber den kiinstlich hinzu. 
gesetzten zu vernachlassigen. Auch hier bestimmt man die Dehydrase 
auf Grund der Dehydrierungsgeschwindigkeit ein und desselben de. 
hydrierbaren und oxydierbaren Substrats (sterile Bouillon). Wenn 
man also in allen 7'hunberg-Réhren eine annahernd gleich groBe Dona- 
torenmenge hat, so kann man aus der Entfirbungszeit einer bestimmten 
Farbstoffmenge auf das enzym-katalytische Vermégen des Substrats 
schlieBen. 

Beispiel. 0,1 g Organbrei plus 4,0 cem gewoéhnlicher steriler Bouillon 
oder Kochsalzlésung entfarben 0,5 cem Methylenblaulésung bei 48° in 
30 Minuten, wahrend ein anderer Organbrei unter gleichen experimentellen 
Bedingungen dazu z. B. 1 Stunde benétigt. Daraus kann man schlieSen, 
daB in dem ersten ein enzym-katalytisches System enthalten ist, das in 
bezug auf die Fahigkeit, die Wasserstoffbindungen der gleichen Menge de> 
beigefiigten und dehydrierbaren Substrats zu lockern, doppelt so stark ist 
als das in dem zweiten Organbrei. 

Tabelle IV. 
Das bei mehreren Versuchen mit Leberbrei im Mittel resultierende Ent 
firbungstempo ist in Minuten ausgedriickt. 





Enzym-katalytische Wirkung Dehydrierungsintensitat 


0,2 g Leberbrei + Bouillon 0,2 g Leberbrei + Kochsalzlésung 
18 Min. 29 Min. 





rats 


Orel 


Oct, 


iner 
ren 


1ZU- 


"ase 
de 
enn 
na 
ten 


‘ats 


nt 








Quantitative Bestimmung der H-Donatoren und der Dehydrasen usw. 173 


Die hier beschriebene Methode habe ich vielfach zur Untersuchung 
der in den verschiedenen Bakterienarten enthaltenen Oxydoreduktions- 
systeme angewandt. Es gelingt mit ihr auch, die Wechselbeziehungen 
zwischen den einzelnen Komponenten des Oxydoreduktionssystems 
‘H-Donatoren und enzym-katalytisches Vermégen) kennenzulernen. 
Damit ist uns die Méglichkeit gegeben, gewisse physiologische und 
pathologische Veranderungen eines Teiles der Zellatmung festzustellen, 
was zum analytischen Verstandnis zahlreicher Probleme der Gewebs- 
Physio-Pathologie und der Biologie der Mikroorganismen beitragen 
kann. 

Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode beschrieben, welche die das Gesamtoxydo- 
reduktionssystem eines Gewebe- oder Bakteriensubstrats bildenden 
Hauptfaktoren quantitativ bestimmt, namlich die H-Donatoren und 
das enzym-katalytische Vermégen. 











Uber den Einflu8 der Hypophysektomie auf die 


Stickstoffkomponenten des Blutes beim Hunde 
im Hunger und nach Eiwei8belastung. 


Von 
Lérant Sas. 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Budapest 
(Eingegangen am 14. September 1939.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Stickstoffkomponenten des Blutes erfahren unter normalen 
Verhaltnissen bedeutende Schwankungen und werden sowohl vom 
Zeitpunkt der letzten Nahrungsaufnahme als auch von der Qualitit 
und Quantitat der Nahrung in hohem MaBe beeinfluBt. Wir kénnen 
daher nach Verabreichung einer Standardmahlzeit und durch syste. 
matische Untersuchung der Stickstoffkomponenten des Blutes eine fiir 
normale Tiere typische EiweiBbelastungskurve erhalten. Fraglich ist aber, 
ob es bei Veranderung der EiweiBbelastungskurve gerechtfertigt ist, 
auf einen pathologischen Zustand des Eiweifstoffwechsels, der Harn. 
stoffbildung oder Harnstoffausscheidung zu schlieBen. Frithere Unter- 
suchungen, die zur Klarung dieser Fragen an normalen (1), dann mit 
Uran behandelten Hunden (2) und schlieBlich bei an urologischen Er- 
krankungen leidenden Patienten (3) unternommen wurden, fiihrten zu 
folgenden Resultaten: Die Stickstoffkomponenten des Blutes zeigen 
die niedrigsten Werte nach einer 40 bis 48 Stunden langen Hunger- 
periode. Dieselben niedrigen Werte kénnen auch nach Verabreichung 
einer stickstofffreien bzw. stickstoffarmen Nahrung (2 Tage hindurch) 
erreicht werden. Nach einer EiweiBbelastung mit 500 g Fleisch (= 100 ¢ 
EiweiB) erfahren Reststickstoff und Harnstoffstickstoff bis zur fiinften 
Stunde nach der Belastung eine steile, von der fiinften bis zur zehnten 
bis zwélften Stunde eine maiBige Erhéhung. Der Kulminationspunkt 
wurde immer mit der zehnten bis zwélften Stunde erreicht. Danach 
kehren die Stickstoffwerte langsam zu den Ausgangswerten zuriick. 
Wahrend wir im Hunger stets recht konstante N-Werte fanden, zeigten 
dieselben am Héhepunkt der Belastung zumeist stairkere individuelle 
Schwankungen. Mittels des azotimischen Koeffizienten, der das Ver 
haltnis des Harnstoffstickstoffs zum Reststickstoff in Prozenten aus 
driickt, gelang es jedoch, in die Frage der Retention und Bildung des 
Harnstoffs einen tieferen Einblick zu gewinnen. Nach einer zweitagigen 
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Hungerperiode oder eiweibfreien Nahrung wird bei Normalfallen der 
Reststickstoff zur Halfte von Harnstoffstickstoff und zur Halfte von 
tesidualstickstoff gebildet. Der azotimische Koeffizient ist also gleich 
50% (45 bis 55%). Eine geringe EiweiBbelastung oder eine beginnende 
Nierenfunktionsstérung (die aus dem Reststickstoffwert allein noch 
gar nicht festgestellt werden kann) bedingt im Verhaltnis von Harnstoff- 


stickstoff: Reststickstoff (UN: RN) eine Verainderung, indem der 
Harnstoffstickstoff sich nicht mehr mit 50, sondern mit 60 bis 70° an 
der Bildung des Reststickstoffs beteiligt. Dementsprechend erfahrt 
auch der azotamische Koeffizient eine Erhéhung, die sowohl von der 
Harnstoffretention als auch von der Harnstoffbildung beeinfluBt wird. 
Ein beachtenswerter Vorteil des azotaémischen Koeffizienten kann noch 
darin erblickt werden, daB er recht konstante Werte liefert und am 
Héhepunkt der Belastung weit geringere individuelle Schwankungen 
als die Stickstoffkomponenten aufweist. 

Uber die Beziehungen des Stickstoff-Stoffwechsels und der Hypophyse 
wurden bisher verhaltnismaBig wenige Mitteilungen veréffentlicht. Nach 
parenteraler Verabreichung von Hypophysenhinterlappenextrakt zeigte der 
N-Gehalt des Harns keine wesentliche Veranderung {Falta (4)]. Auch der 
N-Ansatz konnte bei jungen Hunden dadurch nicht beeinfluBt werden 
{Hirsch und Blumenfeld (5)]. Hingegen wies Rossiysky (6) unter denselben 
Bedingungen eine Stickstoffretention nach. Grabfield und Prentiss (7) 
fanden nach peroraler Verabreichung weder im Reststickstoffwert noch in 
der Stickstoffausscheidung eine Veranderung. Gaeblers (8) Versuche zeigten, 
daB nach intraperitonealer und subcutaner Injektion von Hypophysen- 
vorderlappenextrakt eine Verminderung des Reststickstoffs und auch der 
N-Ausscheidung zustande kommt. Nach den Versuchen von Houssay (9) 
wird der endogene EiweiSstoffwechsel durch die Hypophyse beférdert. 
Nach Hypophysektomie findet eine Hemmung des Eiweibstoffwechsels 
[ Braier (10)| und auch eine Verminderung der Stickstoffausscheidung im 
Urin statt | Re (11)]. Die ausfiihrlichen Versuche Braers (12) zeigten beim 
hypophysektomierten Tier ebenfalls eine Verminderung der Stickstoff- 
ausscheidung, die aber nur im Hunger und innerhalb 6 bis 8 Stunden nach 
Aufnahme von Fleischnahrung nachgewiesen werden konnte. 


Die Resultate der bisher ausgefiihrten Untersuchungen sind also 
nicht eindeutig. Eingehende Versuche iiber die einzelnen Stickstoff- 
komponenten des Blutes liegen nicht vor. Deshalb stellten wir uns die 
Aufgabe klarzulegen, ob im Hunger und nach Eiweifbelastung beim 
hypophysenlosen Hunde im Reststickstoffwert des Blutes eine Ver- 
anderung nachweisbar ware und ferner, ob im Verhaltnis der einzelnen 
Komponenten des Reststickstoffs — in erster Reihe im Harnstoff- und 
Residualstickstoffwert -—- infolge der Hypophysektomie eine Ver- 
inderung festgestellt werden kénnte. Zur Kontrolle dienten uns zahl- 
reiche an normalen Tieren ausgefiihrte altere Versuche, von denen 
sechs in Tabelle I dargestellt sind. 
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Tabelle I. 


Stickstoffkomponenten 


L. Sas: 


des 


Blutes 





beim 


normaley 
Hunde im Hunger und 2 bis 36 Stunden nach EiweiBbelastung. 





Geschlecht 


Nr. Datum 


und 
Gewicht 
des 


Versuchs- 


a age 2 
1934 


_— 


ae} 
‘ 1935 


g || 7 VIEL. 

3 | “1987 | 

| 

| 

| 

4. XI. | 

4) “1937 ° | 

| 

| 

‘ 10. IIL. | 
5 || 1935 
“tO 
1935 


* Simtliche Stickstoffwerte sind 


mg°/) ausgedriickt. 


| llkg 


tieres 


9 kg 


fog 


9 
17 kg 


? 
16 kg 





Nach Stunden 


N-Kompo-| Hunger- 


nenten * 


RN 
UN 
R 
[U] 
A.C. 
RN 
UN 
R 
[U} 
A.C. 
uN 
UN 
R 
[U] 
A.C. 
RN 
UN 
R 
[U] 
A.C. 
RN 
UN 
R 
[U] 
A.C. 
RN 
UN 
R 
[U] 
A.C. 


werte ili 
22,64 37,69 58,44 
12,07 21,42 43,40 
10,57 16,27 15,04 
[25,89] 
53,3 56,8 74,2 
24,32 38,90 45,01 
11,80 21,77 26,99 
12,52 17,13 18,02 
[25,29] [46,65] [57,84] 
48,5 65,9 59,9 
22,05 35,70 47,95 
12,04 26,60 37,52 
10,01 9,10 | 10,43 
25,80] [57,00] [80,40] 
54,6 74,5 78,2 
26,60 43,05 48,65 
14,84 24,64 33,32 
11,76 18,41 15,33 
[31,80] [52,80] [71,40] 
56,6 57,2 | 68,4 
29,34 39,93 58,48 
16,18 26,88 | 38,92 
13,16 13,05 19,56 
[34,68] [57,60] [83,40] 
55,1 67,3 = 66,5 
20,77 38,85 
9,49 22,24 
| 11,2 — | 16,61 
[20,34] [47,67] 
| 45,6 57,2 


— mit Ausnahme der azotimischen Koeffizienten - 


10 24 36 
62,64 | 38,83 30,79 
50,96 | 26,85 19,72 


11,68 | 12,48 11,07 


[45,90] [93,00] [109,02] (56,46) [42,27] 


81,3 | 67,8 64,0 

53,37 | 32,90 29,82 
37,91 | 19,33 | 17,83 
15,46 | 13,57 11,99 
[81,24] | [41,43] (38,22) 
71,0 |-58,7 | 69,7 

48,30 - 

34,44), — 

13,86 

[73,80]; — 

71,2 a 

60,79 | 36,92 | 31,46 
44,80 18,36 16,90 
15,99 18,56 | 14,56 
[96,00] [39,36] [36,21 
73,6 | 49,7 | 63,7 

38,85 33,86 | 32,37 
24,64 17,64 15,26 
14,21 | 16,22 | 17,11 


[52,80] [37,80] [32,70 
63,4 52,0 | 46,6 
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Methodik. 


Die Untersuchungen unternahmen wir bei fiinf hypophysektomierten 
mannlichen Hunden von 7,9 bis 12 kg. Kérpergewicht, von denen bei zweien 
je eine Versuchsreihe, bei 3 Tieren je zwei Versuchsreihen ausgefiihrt wurden. 
Die Versuche wurden wiederholt, damit wir den EinfluB8 der nach der 
Operation vergangenen Zeitdauer beobachten konnten. Um den EinfluS 
des Operationstraumas zu vermeiden, wurden die Tiere nicht friiher als 
14 Tage nach dem Eingriff in Versuch genommen. Die Entfernung der 
Hypophyse geschah auf buccalem Wege nach Mosonyi (13). Die Eiweib- 
belastung und Blutentnahme wurde genau so ausgefiihrt wie bei unseren 
ilteren Versuchen, und zwar geschah eine Blutentnahme 48 Stunden nach 
der letzten Nahrungsaufnahme, wihrend welcher Zeit die Tiere nach freiem 
Belieben Wasser zu sich nehmen konnten. Dann erfolgte die Eiweil- 
belastung mit 500g Fleisch ( 100 g EiweiB), zugleich entzogen wir das 
Wasser und entnahmen 2, 5, 10, 24 und 36 Stunden nach der Belastung 
je 15 cem Blut aus der Vena femoralis. Das Blut wurde sofort zentrifugiert, 
dann fiihrten wir im Serum Reststickstoff- und Harnstoffstickstoff-Be- 
stimmungen aus. Bei vier Fallen wurde zugleich der Aminostickstoff und 
bei einem Versuchstier das Gesamtkreatinin bestimmt. 

Die Bestimmung des Reststickstoffs (RN) geschah nach EnteiweiBung 
mit Trichloressigsiure mittels des Halbmikro-Kyeldahl-Verfahrens nach 
Pregl mit dem Wagner-Parnas-Apparat. Der Harnstoffstickstoff (UN) 
wurde mit dem Xanthydrolverfahren nach Boivin bestimmt. Aus diesem 
wurde der Harnstoff (U) berechnet. Durch Abzug des Harnstoffstickstoft- 
wertes vom Reststickstoff erhielten wir den Residualstickstoff (R). Den 
azotamischen Koeffizienten berechneten wir nach der iiblichen Formel 
_ UN-100° 

RN 


Pulfrich-Photometers bestimmt. 


x Aminostickstoff und Gesamtkreatinin wurden mittels des 


Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in nachfolgenden Tabellen 
zusammengefaBbt. 

Versuchsresultate. 
a) Hungerwerte. 

Aus den in den Tabellen ausgefiihrten Angaben ist zu ersehen, dab 
die Hungerwerte des Reststickstoffs, des Harnstoffstickstoffs sowie auch 
des Residualstickstoffs bei normalen Hunden nur geringe Schwankungen 
aufweisen (s. Tabelle I). Dasselbe gilt fiir hypophysektomierte Hunde ; 
auch hier stimmen die Hungerwerte untereinander in weitgehendem 
MaBe iiberein (s. Tabelle IL). Wenn wir aber die bei den normalen 
Tieren gefundenen Ausgangswerte mit denen der hypophysektomierten 
Hunde vergleichen, so finden wir bei den letzteren eine bedeutende 
Erhéhung. Der Reststickstoff nahm im Mittelwert um 44,1 °% zu. Dabei 
war die Steigerung des Harnstoffstickstoffs und des Harnstoffs —- mit 
Ausnahme eines Versuchs (2) noch starker: 57,5°%. Hingegen erfuhr 
der Residualstickstoff eine relativ geringe Veranderung (23,3°%). Wir 
kénnten sogar behaupten, da er die normalen Hungerwerte kaum 
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Tabelle II. Stickstoffkomponentendes Blutes beim hypophysekto. 


L. Sas: 


mierten Hunde im Hunger und 2 bis36Std. nach KiweiBbelastuny 





Nr. Datum 


3. Ti. 
1939 
4 Monate 
nach der 
Operation 


ae 
1939 

1 6 Monate 

nach der 

Operation 


1d 
1939 
1 Monat 
nach der 
Operation 


bo 


ye te 
1939 
2 Monate 
nach der 
Operation 


bo 


wis EL. 
1939 
3 2 Monate 

nach der 

Operation 


9, Tit. 
1939 

3 3 Monate 

nach der 

Operation 


Ge- 


schlecht 
u —— Semin 
Versuchs- Benten 
tieres 
RN 
UN 
10,5kg) ® 
[U] 
A.C. 
RN 
UN 


“ 


10,5 kg R 


fou 


12,0k¢, R 


of 
12,0kg, RB 


of 
10,8kg) oR 


10,8 kg R 





Nach Stunden 


[96,00] [139,80] [123,60] [82,80] 


Hunger- 
wert 
2 5 10 
35,03 | 48,30 64,05 72,10 
21,00 30,66 | 46,90 53,48 
14,03 | 17,64 17,15 18,62 
[45,00] [65,70] [100,50] [114,60] 
59,9 63,4 73,2 74,1 
35,70 — - 65,45 
18,76 - _ 48,16 
16,94 17,29 
[40,20] [103,20] 
52,5 73,5 
32,55 | 52,85 60,20 | 67,20 
14,02 | 26,32 34,16 | 45,08 
18,53 26,53 26,04 22,12 
[30,04] [56,40] [73,20] [96,60] 
43,0 49,7 56,7 67,8 
31,50 43,40 , 53,90 59,15 
18,20 | 19,04 29,40 30,52 
13,30 24,36 | 24,50 28,63 
[39,00] [40,80] [63,00] [65,40] 
57,7 43,8 54,5 51,5 
39,55 | 53,90 63,00 87,67 
— 29,40 44,80 65,24 
-- 24,50 | 18,20 , 22,43 
— [63,00] 
54,5 11,7 74,4 
32,90 - — 
22,68 - _ 
10,22 
[48,60] — ~ _ 


68,9 — 


24 
— 39,90 
i 22,12 
- 17,78 
_ [47,40 
- 55,4 
51,10 37,10 
36,28 17,64 
15,82 | 19,46 
[75,60] [37,80] 
69,0 47,5 
40,25 36,40 
22,96 19,60 
17,29 | 16,80 
[49,20] [42,00] 
57,0 53,8 
56,30 | 37,45 
33,60 | 21,28 
21,70 16,17 
[72,00] [45,60 
60,7 56,8 
73,50 52,85 
57,68 38,64 
15,82 14,21 


78,4 = 73,1 








Nr 





ekto. 


tun 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





Ge- 
schlecht - Nach Stunden 
Versuchs- Denten | 
tieres 2 ) 10 24 36 
RN | 35,70) 51,10 70,70 | 83,65 +~—-72,10 
21. IHL. UN 22,12 | 34,16 49,84 | 65,80 58,80 
ah yee soke) R | 18,58 16,94 20,86 | 17,85 13,30 
hoo ies IE: [47,40] [73,20] [106,80] [141,00] [126,00]  — 
A.C. 61,9 | 66,8 70,4 | 786 81,5 
RN 37,45 68,25 81,20 47,95 35,70 
26. IV. UN 24,92| - 47,32 64,68 36,12 22,40 
eligi | 2 R 1253 — | 20,93 16,52 11,83 | 13,30 
vandal aie fU] [53,40] [101,40] [138,60] [77,40] [48,00] 
A.C. 66,5 “ 69,3 | 79,6 75,3 | 62,7 
RN _ 34,65 — 65,10 75,25 48,65 — 
2. V. UN | 18,76) — 45,36 54,60 30,24 — 
; ° A R 15,89 19,74 20,65 1841, — 
: a 10,5kg| [U} [40,20] [97,20] [117,00] [64,80] 
A.C. | 54,1 — 69,6 72,5 62,1 





Tabelle III]. Mittelwerte der Stickstoffkomponenten des Blutes 


nach Hungern (I) und 10 Stunden nach Eiwei®Bbelastung (II). 








I II 
RN 24,28 52,79 
UN 12,73 38,55 
memmele TRUARS: . 2. oe chi kek R 11.55 14,24 
[U] [27,30] [82,57] 
A: ©. 52,1 72,1 
RN 35,00 73,96 
UN 20,05 53,44 
Hypophysektomierte Hunde ...... R 14,37 20,51 
[U] [42,98] [114,52] 
A.C. 58,0 71,5 


iiberschreitet, da ein Wert von 14 mg°% noch als normal betrachtet 
werden kann. Infolgedessen miissen wir die Erhéhung des Reststicksto ffs 
einer Zunahme des Harnstoffstickstoffs bzw. des Harnstoffs zuschreiben. 
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Dadurch erfahrt der azotamische Koeffizient, der wie oben aus 
gefiihrt wurde — zumeist recht konstante Werte liefert —- ebenfal|s 
eine Erhoéhung (Tabellen III und V). 


b) Einflup der EiweiBbelastung. 

Nach der EiweiBbelastung wird der Reststickstoff sowohl bei den 
normalen Tieren als auch bei den operierten Hunden verdoppelt 
(Tabelle ILI). Bei ersteren entsprach die Zunahme 117,4°%, bei den 
letzteren 111,3° . Der Harnstoffstickstoff und Harnstoff zeigten eben 
falls eine starke Erhéhung. Hier fanden wir aber zwischen den normalen 
Tieren und hypophysenlosen Hunden einen erheblichen Unterschied 
wahrend nach Eiweifbelastung der normalen Tiere der Harnstoff 
stickstoff infolge einer Zunahme von 202.8% das Dreifache seines 
urspriinglichen Wertes erreichte, betrug die Zunahme beim operierten 
Hund nur 166.5%. Der Residualstickstoff zeigte ebenfalls ein von dei 
Norm abweichendes Verhalten, da er eine weit stirkere Steigerung 
erfuhr als bei den normalen Tieren, und zwar 42,7 gegen 23,3 9%. Wahrend 
wir bei den alteren, an normalen Tieren ausgefiihrten Versuchen nu 
einmal einen Maximalwert von 20 mg®/, fanden, konnten wir bei den 
hypophysenlosen Tieren einen 20 mg% iiberschreitenden Wert des 
Residualstickstoffs 6fter beobachten (Tabelle I, IL). Der azotamische 
Koeffizient war im Vergleich zu den bei normalen Tieren gefundenen 
Werten eher vermindert. Die seit der Operation vergangene Zeitdauer 
hatte keinen wesentlichen Einflu8. Trepanation (ohne nachfolgende 
Hypophysektomie) vermochte die Stickstoffwerte nicht zu beeinflussen 

Das erste wichtige Ergebnis unserer Untersuchungen ist der Befund 
daB infolge einer Hypophysektomie der Reststickstoff des Blutes eine 
Erhohung erfahrt, die nach einer 48 Stunden langen Hungerperiode 
nachgewiesen werden kann. Da zugleich der Harnstoff ebenfalls eine 
bedeutende Steigerung aufweist, wahrend der Residualstickstoff beinahe 
unverandert bleibt, so muB die nach der Hypophysektomie auftretende 
Erhéhung des Reststickstoffs auf den vermehrten Harnstoffgehalt des 
Blutes zuriickgefiihrt werden, der infolge einer verminderten Harnstoff 
ausscheidung (Braier) bzw. infolge einer Harnstoffretention zustande 
kommt. Eine gesteigerte Harnstoffbildung kann als Ursache der 
héheren Hungerwerte nicht in Frage kommen, da sich diese in erster 
Linie gleich nach der Eiweifzufuhr zeigen muBte, was aber — wie aus 
nachfolgenden Angaben ersichtlich —- durchaus nicht der Fall ist 

Das zweite Ergebnis, das besonders hervorgehoben werden sol! 
bezieht sich einerseits auf den Harnstoff, der nach EiweiBbelastung des 
hypophysektomierten Tieres in einem weit geringeren Grade als bei 
normalen Tieren zunimmt, andererseits auf den Residualstickstoff, der 
unter denselben Bedingungen eine weit starkere Erhéhung erfahrt 
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Die Folge dieses einigermaben entgegengesetzten —- Verhaltens der 
Harnstoff- und Residualstickstoffwerte ist, daB der Reststickstoff nach 
der EiweiBzufuhr in demselben Mafe zunimmt wie bei normalen Tieren 
(Tabelle ILL), nur hat sich das Verhdltnis zwischen Harnstoffstickstoff 
und Residualstickstoff bzw. zwischen Harnstoffstickstoff und Reststicksto ff 
verdndert, indem bei der Zunahme des Reststickstoffs nicht nur allein 
der Harnstoffstickstoff sondern auch der Residualstickstoff eine be- 
deutende Rolle spielt. Diese Tatsache kénnen wir nur mit einer ver- 
minderten Harnstoffbildung bzw. mit einer Verminderung oder Ver- 
langsamung der Desamidierungsprozesse erkliren. Die verminderte 
Harnstoffbildung gelangt im azotamischen Koeffizienten dadurch zum 
Ausdruck, da} derselbe nach EiweiBbelastung des hypophysektomierten 
Tieres eine bedeutend geringere Steigerung als beim normalen Tier auf- 


weist (Tabelle IV). 


Tabelle IV. Prozentuale Zunahme der Stickstoffkomponenten des 
Blutes beim normalen und beim hypophysektomierten Hunde 
10 Stunden nach EiweiBbelastung. 

(Aus den Mittelwerten berechnet.) 








RN AY RN 111,3% 
U N 202.8 % Hypophys- U N 166,5 % 
Normaler Hund R 23,3 % ektomierter R 42.7% 
2 ; Hund - 
(U] | [202,4%] [U] | [166,4 %] 
A.C. 38,3 % A.C. 23,2 % 


Tabelle V. Prozentuale Zunahme der Stickstoffkomponenten des 

Blutes beim hypophysektomierten Hunde im Vergleich zu den 

Stickstoffwerten des normalen Hundes im Hunger und 10 Stunden 
nach Eiwei®Bbelastung. 


(Aus den Mittelwerten berechnet.) 








RN 44,1 % RN 40,1% 

Nach dem UN 57,5% 110 Std. nach | UN 38,6 % 
Hungern R 24,4 9% EiweiB- R 44,0 % 
fh belastung ' 
[U] (57,4 %] [U] [38,6 %] 

A.C. 11.8% A. C. 0,8 % 





Die kurvenmabige Darstellung der Schwankungen der azotamischen 
Koeffizienten (A.-C.-Kurve) nach EiweiBbelastung zeigte, mit Ausnahme 
eines Falles, eine charakteristische Verainderung, namlich bei hypo- 
physenlosen Tieren einen héheren und flacheren Verlauf als bei normalen 
Tieren (s. Abb. 1 bis 4). Die héhere Stellung der A.-C.-Kurve weist 
wie ich dies in friiheren Mitteilungen ausfiihrte auf eine Harnstoff- 
retention hin. Der flachere Verlauf bedeutet hingegen eine Verzdgerung 
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der Harnstoffbildung. Diesen charakteristischen Verlauf der A.-C.-Kuryen 
infolge einer geringen Harnstoffretention und verminderten Ureogenese 
konnte ich zum ersten Male bei mit Uran behandelten Tieren beol) 
achten, indem die A.-C.-Kurve desselben Tieres vor und nach der Uran. 
nitratbehandlung nebeneinander registriert wurde. Dabei konnte ay 
dem mit Uran behandelten Tier nicht nur die Harnstoffretention und 
zugleich die Hemmung der Ureogenese sondern auch die Schwere der 
Uranvergiftung klargelegt werden. Sobald wir starkere Urandosey 
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Abb. 3. Abb. 4. 
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Nr. 3. (Tabelle IT.) Nr. 1. (Tabelle IT.) 


Abb. 1—4. Kurven der azotémischen Koeffizienten bei normalen und hypophysektomierten Hunden. 


injizierten bzw. bei dem Tier eine schwerere Nieren- und Leberfunktions- 
stérung erzeugten, nahm die Kurve des azotimischen Koeffizienten 
einen verhaltnismaBig héheren und flacheren Verlauf, bis wir schlieBlich 

- bei Vergiftung schwersten Grades — eine sehr hochgestellte und 
beinahe horizontal verlaufende gerade Linie erhielten. 

Bei den meisten hier mitgeteilten Versuchen war die Veranderung 
des Verlaufs der Kurve der azotaimischen Koeffizienten dieselbe, dic 
wir bei mit minimalen Urandosen behandelten Tieren nachweisen 
konnten. Dies bekraftigt unsere oben ausgefiihrte Annahme, dab bei 
den hypophysenlosen Hunden einerseits eine Stickstoffretention und 
andererseits eine Verzégerung der Desamidierungsprozesse bzw. eine 
verminderte Harnstoffbildung vorliegt. Diese Behauptung stimmt in 
erster Linie mit den Ergebnissen Braiers (14) iiberein, der bei hypo 
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physektomierten Hunden und auch bei Kréten im Hunger eine 30- bis 
35° ige Verminderung der N-Ausscheidung nachwies. Die verminderte 
Ausscheidung des Stickstoffs bestand 6 bis 8 Stunden nach der Fleisch- 
nahrung; danach stieg sie an und erreichte nach 16 bis 18 Stunden 
die Normalwerte. SchlieBlich war die in 24 Stunden pro kg aus- 
veschiedene Stickstoffmenge dieselbe wie bei den Kontrolltieren, wo- 
raus Braier (15) auf eine Verzé6gerung der Stickstoffausscheidung 
schlieBen konnte. 

Die starkere Erhéhung des Residualstickstoffs, die beim hypo- 
physenlosen Tier nach EiweiSbelastung unseres Erachtens durch Ver- 
minderung der Harnstoffbildung oder Stérung des Desamidierungs- 
prozesses zustande kommt, ist bisher nicht eingehend untersucht 
worden. Eine Verzégerung des Eiweifstoffwechsels infolge Ausfalls des 
thyreotropen Hormons bzw. Inaktivierung der Schilddriisentatigkeit 
[Houssay (16), Loeser (17)| diirfte diesem Befunde zugrunde liegen. 


Um zu entscheiden, welche von den Stickstoffkomponenten fiir die 
Erhéhung des Residualstickstoffs verantwortlich ist, untersuchten wir 
bei vier hypophysenlosen Hunden den Aminostickstoff vor und nach 
EiweiBbelastung. Derselbe stieg dabei von 7 bis 9 auf 10 bis 13% an. 
Das Maximum lag dreimal bei 5 und einmal bei 10 Stunden nach der 
EiweiBbelastung. Diese Zunahme von 3 bis 4 mg°% vermag jedoch die 
weit starkere Erhéhung des Residualstickstoffs durchaus nicht zu 
erklaren. Die Ursache mu also anderswo liegen. Um dariiber Auf- 
schlu8 zu gewinnen, untersuchten wir in einem Falle den EinfluB der 
EiweiBzufuhr auf das Blutkreatinin und fanden, da das Gesamt- 
kreatinin tatsachlich eine bedeutende Steigerung aufwies, und zwar ist 
es von einem Hungerwert von 4,12 mg% 5 Stunden nach der Eiweib- 
belastung auf 6,29mg% und 10 Stunden nach der Belastung ‘auf 
7,37 mg% gestiegen, was einer Zunahme von 78,8°%% entspricht. Auch 
dieser Befund steht im Einklang mit den Versuchen Braiers (18, 19, 20), 
durch welche eine verminderte Kreatininausscheidung bei den hypo- 
physenlosen Versuchstieren festgestellt wurde, und auch mit den 
Ergebnissen von Schrire und Zwarenstein (21), nach denen Hypertrophie 
des Hypophysenvorderlappens eine gesteigerte Kreatininausscheidung 
zur Folge hat. 


Von den durch die Hypophyse auf den Blutharnstoffwert aus- 
gelibten Einfliissen diirfte in erster Reihe der Ausfall des corticotropen 
und pankreatropen Hormons eine wichtige Rolle spielen. Es ist be- 
kannt, dag Atrophie oder Schwund der Nebennierenrinde mit einer 
Erhéhung des Blutharnstoffwertes einhergeht. Da aber der Ausfall 
der Hypophysentitigkeit eine Atrophie der Nebennierenrinde ver- 
ursacht [Collip, Anderson und Thompson (22)|, so muB die Entfernung der 
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Hypophyse zugleich eine Steigerung des Blutharnstoffwertes herbei. 
fiihren. Andererseits ist bewiesen, da nach Hypophysektomie de: 
Inselapparat des Pankreas eine erhebliche Zunahme erfahrt [ A) 
chesky (23)|. Zu denselben Ergebnissen fiihrten auch die noch un. 
ver6ffentlichten Versuche von L. v. Bakay jun., die an unseren Hunde 
unternommen wurden. Das antagonistische Verhalten zwischen Pan. 
kreas und Hypophyse beziiglich der Harnstoffausscheidung wurde 
schon friiher von Braier (24,25) festgestellt, indem nach Pankrea- 
tektomie eine 31° ige Erhéhung der Stickstoffausscheidung erfolgte 
die nach einer spater ausgefiihrten Hypophysektomie auf die normale 
Stickstoffwerte zuriickkehrte. Die durch die Entfernung der Hypophys 
bedingte Zunahme des Inselapparats fiihrt selbstverstandlich zu einer 
gesteigerten Insulinproduktion, deren blutharnstoffsteigernde Wirkung 
durch die Untersuchungen von Schmidt und Eastland (26) eine Be- 
stitigung fand. All diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dai} 
die auf die Hypophysektomie erfolgende Blutharnstofferhéhung sowoh)| 
auf die Nebennierenrindenatrophie als auch auf die Zunahme de: 
Inselapparats und gleichzeitige Steigerung der Insulinproduktion 
zuriickgefiihrt werden kann. 


Zusammenfassung. 


1. Reststickstoff und Harnstoffstickstoff des Blutes erfahren nach: 
Hypophysektomie eine Erhéhung, die nach einer 48 Stunden langen 
Hungerperiode nachweisbar ist. Die Erhéhung betraigt im Mittel- 
wert 44,1 %. 


2. Die Erhéhung des Reststickstoffs wird bei hypophysenlosen 
Tieren im Hunger durch eine Zunahme des Harnstoffs verursacht, dic 
infolge einer Retention zustande kommt. Der Residualstickstoff erfahrt 
hierbei eine nur sehr geringe Erhéhung. 


3. Nach Eiweibbelastung zeigt der Reststickstoff bei den normalen 
und bei hypophysenlosen Tieren eine gleich starke Erhéhung. 


4. Bei der Steigerung des Reststickstoffs, die nach EiweiBbelastung 
beim hypophysektomierten Hunde erfolgt, kommt neben dem Harn- 
stoffstickstoff auch dem Residualstickstoff eine bedeutende Rolle zu 
Die Erhéhung des Residualstickstoffs kann durch eine Zunahme des 
Aminostickstoffs nicht erklart werden, sondern wird wahrscheinlich 
durch erhéhten Kreatiningehalt verursacht. 


5. Aus dem Verlauf der Kurven der azotamischen Koeffizienten 
kann nach Hypophysektomie sowohl eine Harnstoffretention als auch 
eine Verminderung der Harnstoffbildung festgestellt werden. 
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Kinetische Untersuchungen an der 
Methylglyoxalase*. 
Von 
H. Petrovicki. 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Berlin. ) 
(Eingegangen am 14. August 1939.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 


Nach Lohmann(1) wirkt das reduzierte Glutathion als Co-Ferment 
der Methylglyoxalase, die die enzymatische Umwandlung des Methylgl; 
oxals in Milchsaure bewirkt. 

Dieses Ferment, das von seinen Entdeckern Newberg als Ketonal 
dehydmutase, von Dakin und Dudley als Glyoxalase bezeichnet wurde 
kommt in fast allen tierischen und pflanzlichen Zellen in groBer Menge 
vor. Auf Grund dieser Beobachtung hatte Newberg das Methylglyoxal in 
den Mittelpunkt seiner Theorie iiber den biologischen anaeroben Abbau 
der Kohlenhydrate gestellt, eine Anschauung, die nach Lohmann (I. c.) 
in dieser Form aber nicht zutreffen konnte, da auch in Abwesenheit 
von Glutathion (wenn also die Methylglyoxalase nicht wirksam ist) 
Kohlenhydrat mit unveranderter Geschwindigkeit fermentativ in 
Milchsaure aufgespalten wird. 

Die kinetische Untersuchung der Methylglyoxalase hatte weiterhin 
die Besonderheit ergeben, daB der Umsatz des Methylglyoxals linea 
verlauft, und daB er in dem gemessenen Bereich auch von der Konzen- 
tration des zugesetzten Methylglyoxals unabhangig war. Daher be 
zeichnete Lohmann die Reaktion als Reaktion nullter Ordnung. 


I. 


Kin der Zeit proportionaler Umsatz findet sich haufig bei fermentativen 
Umsetzungen. Die enzymatische Aufspaltung der Kreatinphosphorsaure (2) 
in Kreatin und Phosphorsaéure ist ein ausgeprigtes Beispiel. Die Ursach: 
fiir den linearen Kurvenverlauf konnte dahin aufgeklart werden, da da- 
bei der Reaktion als Co-Ferment wirkende Adenylpyrophosphat, das nw 
in sehr geringer Menge zugesetzt wird, in einer ersten verhaltnismialfig 
langsamen Reaktion zu Adenosindi- bzw. Adenosinmonophosphorsaur 
dephosphoryliert wird, die sich dann ihrerseits in einer sehr schnellen 
Reaktion fermentativ mit Kreatinphosphorséure unter Riickbildung von 
Adeny!pyrophosphorséure umsetzen. Die Geschwindigkeit dieser Reaktion- 
folge ist also begrenzt durch die Dephosphorylierung der Adenylpyro 


wae Je hE 


plios 
Kon 
schw 
sche! 


hang 


ehr 
glyo 
auf 

Zwis 
neut 
ferm 
isoli 
glyo 
die | 
auf 

gese 
bine 
selb 
Mile 
mit 

Die 


kn 
Est 
noc 
gele 
wel 
zur 
S. 2 
daB 


bes 
unt 
sick 
Tri 
des 
kon 
dur 
dur 
ins 
Sys 
Ge! 
Zei 
ver 
Spi 
ges 
wie 
bei 


ph 
bei 





Kinetische Untersuchungen an der Methylglyoxalase. 187 


phosphorsaure als der langsamsten Reaktion, wodurch eine stets konstante 
Konzentration an einem Zwischenprodukt vorhanden ist, da sich die Ge- 
echwindigkeiten der beiden Reaktionen um etwa das 1l00fache unter- 
scheiden. Der Umsatz der Kreatinphosphorsiure verliuft ebenfalls unab- 
hingig von der Substratkonzentration. 

Ein derartiger Reaktionsverlauf iiber eine langsam entstehende und 
ehr rasch zerfallende Zwischenverbindung konnte auch bei der Methyl- 
glyoxalase erwartet werden. In der Tat haben mehrere Forscher [(3) bis (12)] 
auf Grund ihrer kinetischen Arbeiten eine mercaptalartige Verbindung als 
Zwischenprodukt postuliert, da Glutathion und Methylglyoxal schon bei 
neutraler Reaktion und Zimmertemperatur in wisseriger Lésung (nicht- 
fermentativ) miteinander zu reagieren vermégen. Das von Schubert (13) 
isolierte Halbmercaptal wird jedoch, wie wir jetzt fanden, durch Methy!l- 
glyoxalase nicht umgesetzt (Tabelle VI). Auch eine andere Verbindung, 
die chemisch als dissoziierende Verbindung entsteht [Girsavicius (6)|, kann 
auf Grund unserer kinetischen Messungen nicht als Zwischenprodukt an- 
gesehen werden. Denn nach diesen Versuchen kénnen nur solche Ver- 
bindungen als Zwischenprodukt fungieren, an deren Bildung das Ferment 
selbst beteiligt ist. Als mutmaBliche Zwischenprodukte wurden von uns 
Milchséurealdehyd, ferner auch Brenztraubensaéure und Acrylséiure sowohl 
mit oxydiertem wie mit reduziertem Glutathion als Co-Ferment untersucht. 
Diese Verbindungen wurden aber nicht umgesetzt. 

Ein weiteres Beispiel fiir jenen linearen Kurvenverlauf hat schon 
Knaffl-Lenz (14) in der Spaltung von Athylbutyrat (nicht von anderen 
Estern) durch Leberlipase gefunden. Obwohl die dort angefiihrten Tabellen 
noch kein ganz eindeutiges Bild geben, deutet AKnaffl-Lenz bereits den 
gelegentlich erhaltenen linearen Kurvenverlauf dahin, da jeweils nur sehr 
wenig Substrat an das Ferment gebunden wird, wihrend der Hauptteil in 
zur gebundenen Menge konstantem Uberschu8 in der Lésung vorliegt. 
S. Arrhenius (15) schlieBt sich dieser Ansicht an und folgert sogar daraus, 
daB der lineare Kurvenverlauf der fiir enzymatische Reaktionen normale sei. 

Die von P. Rona und Lasnitzki (15) als Reaktion nullter Ordnung 
beschriebene Spaltung von Tributyrin durch Serumlipase (16) fallt nicht 
unter die erwahnten Reaktionen. Der geradlinige Kurvenverlauf ergab 
sich in den Ronaschen Versuchen nur mit 0,1 bis 1% Trybutyrin, wo das 
Tributyrin nicht vollstéindig gelést ist. Hier ist also durch das Nachlésen 
des gespaltenen Tributyrins aus dem nichtgelésten die Substratkonzentration 
konstant gehalten. Ob auch die enzymatische Dehydrierung von Lactat 
durch B. coli (17) sowie die Dehydrierung von Athylalkohol mittels Sauerstoff 
durch Hefe (18) unter die Reaktionen nullter Ordnung zu zihlen sind, muB 
insofern iiberpriift werden, als diese Umsetzungen in makroheterogenen 
Systemen verlaufen und hier u. a. Diffusionsprozesse des Sauerstoffs die 
Geschwindigkeit der chemischen Reaktionen iiberlagern kénnen. Jedenfalls 
zeigen auch diese Reaktionen einen linearen, substratunabhangigen Kurven- 
verlauf. Viele Atmungen und Giarungen und gelegentlich auch amylatische 
Spaltungen verlaufen der Zeit proportional. Hier wird die Reaktions- 
geschwindigkeit des ganzen Systems ebenfalls durch physikalische Prozesse 
wie Diffusion usw. bedingt, oder chemisch durch eine langsamste Reaktion 
beim Umsatz eines Zwischenprodukts. 

SchlieBlich ist auf die enzymatische Spaltung der anorganischen Pyro- 
phosphorsiiture durch Muskelextrakt bei Mg-Zusatz hinzuweisen (2a), die 
bei maximaler Mg-Konzentration ebenfalls linear verlauft. Die maxi- 
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male Mg-Konzentration wird durch das Aquivalenzverhaltnis 2 Mg” zu 
1 P,O;* > bestimmt. Ein ionales Verhaltnis bedingt somit den geradlinige 
Reaktionsablauf. 

Ein Vergleich der Reaktion nullter Ordnung bei enzymatische: 
Umsetzungen mit den Vorstellungen der anorganisch-chemische 
Katalyse tiber die Reaktionen nullter Ordnung liegt nahe: Die Obe: 
flache des Katalysators ist bis zur Sattigung mit Substrat beladen 
die Substratkonzentration der Lésung bzw. des Gasraumes jedoc! 
wird der Ordnungsbeziehung zugrunde gelegt und von dieser ist nun 
der Reaktionsverlauf unabhangig. Die Taylorsche Theorie (19) de: 
aktiven Zentren prazisierte diese Vorstellung durch die Annahn 
daB nicht die ganze Katalysatoroberfliche kinetisch wirksam sei 
sondern nur bestimmte Stellen als .,aktive Zentren**. Die An 
schauungen tiber Art und Wirkungsweise dieser Zentren sind noch i: 
voller Entwicklung. Sie wurden vielfach an Reaktionen nullter Ordnung 
ausgestaltet (20). 


Mit den bisher erwahnten enzymatischen Reaktionen stehen dies 
Vorstellungen also in engem Zusammenhang. Allerdings kénnen_ si 
nur dann zutreffen, wenn die Reaktionsgeschwindigkeit sowohl de: 
Zeit proportional wie auch von der Substratkonzentration unabhangig 
ist. Indessen wurde bei fermentativen Umsetzungen auch linearer 
Kurvenverlauf und Substratabhangigkeit beobachtet. So zeigt di 
von Willstdtter, Kuhn und Bamann (21) untersuchte asymmetrisch: 
Hydrolyse von Mandelsaiureathylester durch gereinigte Leberesteras: 
bis zu 90°, des Umsatzes einen linearen Verlauf, ist aber trotzdem 
stark abhangig von der Substratkonzentration. Z. B. betragt die Er 
héhung der Umsatzgeschwindigkeit bei VergréRerung der Esterkonzen 
tration auf das Doppelte mehr als 100°,. Die von P. /.G. Mann (22 
untersuchte Peroxydasewirkung auf Malachitgriin, sowie die von 
Bertho (23) beschriebene Dehydrierung von Athylalkohol, Acetaldehy« 
und Isopropylalkohol mittels Chinon durch Essigbakterien  weisen 
dieselbe Erscheinung auf. Bertho erklart diese durch Hinweis auf dir 
,groBe Affinitét des Enzyms zum Substrat‘‘. Wie schon betont, kann 
diese Erklarung ausschlieBlich einen substratunabhangigen Kurvenverlaut 
verstandlich machen, nicht aber einen substratabhdngigen Verlauf. 


In den beiden von Lohmann beschriebenen Reaktionen nullter Ordnung. 
nimlich der Kreatinphosphorséiurespaltung und der Umwandlung vor 
synthetischem Methylglyoxal in Milchséure ist nun, iiber ein bestimmte- 
Bereich wenigstens, die von obiger Erklarung geforderte Unabhangigkeit 
von der Substratkonzentration gewahrt. Da, wie weiterhin gezeigt wird, 
die Reaktion der Methylglyoxalase auch ein Bereich aufweist, in dem 
Substratabhangigkeit vorliegt (bisher unver6ffentlichte Versuche Lohmann - 
hatten schon friiher dieses Ergebnis aufgezeigt), so erwies sich ein Studiumn 
der Kinetik fiir die Untersuchung jenes Effekts sehr geeignet. 
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Da bekanntlich der Reaktionsablauf der Fermente durch Begleit- 
korper oft in verschiedenster Weise beeinfluBt wird, wurde eine gereinigte 
Methylglyoxalase hergestellt. Wasserige rohe Zellextrakte lieBen sich um 
das gut 100fache reinigen. 

Bei 28,4°C setzten 2,8 y Protein in 10 Minuten 150 y Methylglyoxal 
bei einer Aktivierung mit 100 y Glutathion in einem Fliissigkeitsvolumen 
von 1,6cem um. Dies entspricht der etwa sechsfachen Gewichtsmenge 
Methylglyoxal pro Minute bei etwa 30 °iger Aktivierung und untermaximaler 
Methylglyoxalkonzentration. Dies ist in der GréBenordnung gleich der 
Wirkung kristallisiert erhaltener Fermente, die organische Substanzen 
umsetzen. 

Il. 

Als Ergebnis der kinetischen Messungen an dem gereinigten Fer- 
ment sei hier kurz erwahnt, daB der Umsatz ebenso wie bei rohen 
Fermentpraparaten der Zeit proportional ist (Tabelle 1), daB er mit der 
(ilutathionkonzentration bei gleicher Apo-, Ferment- und Substrat- 
konzentration anfangs rasch und spater langsamer ansteigt, bis eine 
maximale Glutathionkonzentration erreicht ist (Abb. 1), daB bei 
maximaler Glutathionkonzentration die Umsatzgeschwindigkeit dem 
Lésungsvolumen nahezu umgekehrt proportional ist, bei untermaximaler 
Glutathionkonzentration von dem Lésungsvolumen aber weniger stark 
abhangt (Tabelle 11), und daB der Temperaturquotient wie beim rohen 
Ferment 2,75 ist (Tabelle III). 

Zur eingehenden Diskussion steht der Befund, da bei einem be- 
stimmten Verhaltnis der Glutathion- zur Apo-Fermentkonzentration 
die Umsatzgeschwindigkeit unabhangig von der Substratkonzentration 
ist, und zwar in einem Bereich von mindestens | bis etwa 32. Oberhalb 
dieses Verhaltnisses besteht Substratabhangigkeit. Der Bereich kleiner 
als | ist experimentell nicht faBbar. Substratunabhangigkeit besteht 
bis zu vierfacher Verinderung der Substratkonzentration. Sehr viel 
hohere Konzentrationen an Methylglyoxal konnten wegen der Giftigkeit 
nicht gepriift werden. 

Zur Deutung dieser Versuchsergebnisse nehmen wir an, dal} sich, 
wie an den anorganischen Katalysatoren auch, an der Apo-Ferment- 
oberflache aktive Zentren befinden (24), und da®B sich daran die Gluta- 
thionmolekiile (Co-Fermentmolekiile) anlagern. Die hierdurch um- 
gestaltete Oberflache kann nun an einer neuen Art von Zentren mit 
den Substratmolekiilen in Reaktion treten. Eine Verdrangung des 
Substrats durch das Co-Ferment oder umgekehrt konnten wir nie 
feststellen, infolgedessen kénnen die aktiven Zentren, an denen sich 
das Glutathion befindet, und jene, die Methylglyoxal anlagern, nicht 
die gleichen sein. Um den geradlinigen Kurvenverlauf sowohl bei 
Substratunabhangigkeit wie auch im substratabhangigen Gebiet er- 
klaren zu k6énnen, entwickeln wir die Anschauung, da der lineare 














190 H. Petrovicki: 


Verlauf durch jeweils vollstandige Sattigung der aktiven Zentren des 
Enzyms mit Substrat hervorgerufen wird. Unter bestimmten |}: 
dingungen im substratabhangigen Bereich mu dem Substrat jedoc! 
die Fahigkeit zugeschrieben werden, die Leistung der aktiven Zentre) 
zu erhéhen, und zwar so, daB diese Leistung auch dann erhalten blei} 
wenn schon ein Grobteil des Substrats umgesetzt ist. Auf die kinetisch 
Leistung der aktiven Zentren bezogen, werden daher unter dem Einflu|j 
des Substrats neue aktive Zentren am Ferment ausgebildet. Da. wir 
friiher dargelegt, die Erscheinung des substratabhangigen lineare; 
Verlaufs in den verschiedensten Fermentsystemen aufzufinden ist 
liegt darin wohl nic ‘ht, ein durch irge ‘deine, Besonderhe sit der Ferment 
oberfliche bedingter Sonde fall” v ©, sondetn wir beobachten hier den 
experimentell faBbareh Chergang einer Reaktionsmdéglichkeit in eine 
andere. Bei den Fermenten (wie bei der Lipase), deren Wirkgrupy. 
nicht abgetrennt werden kann (bzw. bisher nicht abgetrennt ist), habe: 
wir den ganz allgemeinen Fall vor uns, wie bei der Methylglyoxalase 
bei maximaler Glutathionkonzentration, wo ebenfalls zumeist Substrat- 
abhangigkeit besteht. Deshalb gewahren diese Untersuchungen an 
den vollstandigen Fermenten, wie der Lipase oder der Methylglyoxalase 
bei maximaler Glutathionkonzentration, nur einen schmalen Einblick 
in den durch ein gegebenes, oft unbekanntes Verhaltnis bedingten 
Reaktionsablauf. Von diesem Gesichtspunkt aus sind alle bisherigen 
Angaben tiber Substratabhangigkeit, direkte Proportionalitat nach der 
Fermentkonzentration, deren Quadratwurzel und anderes mehr zu 
werten. 

Die Tatsache, daB der oben angefiihrte Ubergang von der Substrat 
unabhangigkeit in Abhangigkeit besteht. laBt folgern, daB die Ferment 
oberfliche zwar strukturell aufgebaut und mit vorgebildeten aktiven 
Zentren ausgestattet ist, da aber fiir ein Ferment viele eindeutige 
Strukturméglichkeiten bestehen, die sich von einem Grundzustand aus 
entwickeln kénnen. Die wirksame Fermentoberflache ist nicht starr 
ausgebildet, sie besitzt Reaktionsméglichkeiten, die unter dem Einflul 
der Reaktionspartner zur Geltung gebracht werden kénnen. Es mui 
betont werden, daB jene Gegebenheiten nicht in Beziehung gesetzt 
werden diirfen zu den vielfach beobachteten Aktivierungen von Fer 
menten durch bestimmte Zusétze, die wahrend der Reaktionsdaue! 
ihre Konzentration nicht andern. Eine derartige Verstarkung der 
aktiven Zentren ist ganz anderer Natur. 

Versucht man sich ein Bild von dem Ubergang des substratunabhangige! 
in den substratabhangigen Bereich zu machen, so kann man vielleicht 
annehmen, da infolge einer ,,Auflockerung** der wirksamen Ferment 
oberfliche durch Glutathion und Methylglyoxal weitere, bisher nicht an 
der Oberflache liegende aktive Zentren ,,er6ffnet** werden. Die einma 
verursachte Veranderung des Ferments bleibt auch dann bestehen, wenn 
das Methylglyoxal bereits zum GroBteil umgesetzt ist. Vielleicht ist es aber 
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nicht erforderlich, die erhéhte kinetische Leistung auf ein zahlenmabiges 
Anwachsen der aktiven Zentien zuriickzufiihren, vielmehr kann diese auch 
durch einen verschiedenen Dispersionsgrad der Fermentmolekiile erklart 
werden, Wenn man annimmt, da bisher unwirksame Fermentteilchen sich 
mittels bestimmter chemischer Gruppen an die die aktiven Zentren tragenden 
Fkermentmolekiile anlagern, ohne diese zu blockieren, und da dadureh 
deren Leistung im Sinne einer Erniedrigung der Aktivierungsenergie erhoht 
wird. 

Nahm man bisher an, daB das Substrat auf den Ablauf von Ferment- 
reaktionen in der Weise einwirke, daB es an ihnen passiv nur infolge 
seiner Affinitét und aktiv allenfalls nur mit seinen Umsatzprodukten 
beteiligt sei, so scheint aus diesen Versuchen hervorzugehen, dab 
das Substrat unmittelbar aktiv in die Struktur der Fermente einzu- 
greifen vermag. Es mu8 dahingestellt bleiben, in welchem Grade 
diese beiden Méglichkeiten der Beeinflussung der Reaktionsgeschwindig- 
keit bei einzelnen Fermenten nebeneinander bestehen oder ineinander- 
vreifen. Es ist hier zu erwagen, ob in dem bei sehr vielen Fermenten 
aufgefundenen Kurvenverlauf zwischen erster und nullter Ordnung 
der experimentelle Ausdruck fiir das Wiederverschwinden der durch 
Substrateinwirkung aktiv gemachten Zentren zu sehen ist. 


Arrhenius’ (15) Auffassung, der Reaktionsverlauf aller Enzym- 
reaktionen gehe nach der nullten Ordnung, wurde in der experimentellen 
und mathematischen Bearbeitung fermentativer Fragen bisher nicht 
geniigend beachtet. Diese Anschauung mag im Prinzip zutreffen: 
der bei den meisten Fermentreaktionen beobachtete andersartige Verlauf 
wurde bisher erklart auf Grund der Affinitat des Substrats zum Ferment, 
der Zerst6rung des Ferments und der Einwirkung der Spaltprodukte, 
ohne daB aber eine befriedigende mathematische Formulierung, die 
iiber einen Einzelfall hinausging, méglich war. Dazu kommen noch die 
Zusammenhange, die zwischen der [H'] und der Fermentkonzentration 
bestehen. Dariiber hinaus miissen noch weitere Faktoren im Spiele 
sein, und einer der wesentlichsten Faktoren mit ist sicher die unmittel- 
bare Einwirkung des Substrats auf das Ferment, d.h. eine Wechsel- 
wirkung zwischen Ferment und Substrat. 

Von einer Berechnung der Aktivierungsenergie der Methylglyoxalase 
wurde abgesehen. Die in der Fermentliteratur gemachten Angaben verlieren 
meist ihre Bedeutung, da die ,,wahre** Aktivierungsenergie nur an Reaktionen 
nullter Ordnung direkt gemessen werden kann. Die Genauigkeit der bisher 
angefiihrten Messungen an Fermentreaktionen geht aber nicht iiber eine 
qualitative Aussage der Erniedrigung der Aktivierungsenergie hinaus. 

Es ist ungewibB, inwieweit sich die in vitro herausgeschalten Verhaltnisse 
in der Vielfalt des Organismus erfiillen und ob daher der Ubergang von 
Substratabhangigkeit zu Substratunabhangigkeit fiir den Stoffwechsel 
von Wichtigkeit ist. Es kann darin eine Anpassungsfahigkeit der normalen 
Zelle zur Bewaltigung verschieden groBer Substratmengen in kiirzerer Zeit 
gesehen werden. 
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Die Fermentreinigung. 


Bisher (9) wird eine etwa achtfache Reinigung der Methylglyoxalase 
angegeben. 

Eine gut 100 fache Reinigung eines Rohextrakts wurde auf folgenden 
Wege erhalten: 

]. Extraktion des Ferments aus dem Gewebe mit destilliertey, 
Wasser und Ausfallung von unwirksamem EiweiB bei schwach saurer 
Reaktion. 

2. Ausfallung des wirksamen FermenteiweiBes durch fraktioniertes 
Aussalzen mit Ammonsulfat. 

3. Fraktionierte Fallungen mit Aceton und fraktioniertes Lésey 
der Niederschlage in Wasser. 

Beispiel zu -1.: 

Ganz frische Kalbsleber durch eine Fleischmaschine driicken, den Brei 
mit dem doppelten Volumen eisgekiihlten dest. Wassers versetzen und mit 
Quarzsand zerreiben. Den Extrakt bei 5000 Touren abzentrifugieren 
und 500 cem von diesem Rohextrakt eiskalt mit 50 cem '/, n Acetat-Essig 
siure-Puffer 1: 1 unter Riihren versetzen und den Niederschlag abzentri 
fugieren (7000 Touren). Ausbeute 490cem Extrakt. Unter Kiihlung 
und Riihren mit 30 cem 5%igem NaHCO, neutralisieren (Lésung 1). 

Beispiel zu 2. (Ammonsulfatfallung): 

500 ecm Lésung I sofort mit 450 cem eisgekiihlter, gesattigter Ammon 
sulfatl6sung unter Riihren fallen (45 %ige Sattigung) und den wenig wirk 
samen Niederschlag rasch bei 7000 Touren abzentrifugieren. Ausbeute 
830 cem Lésung. Rasch 1000 ccm gesattigte kalte Ammonsulfatlésung 
zugeben (75 %jige Sattigung), den wirksamen Niederschlag abzentrifugieren 
In 100 cem dest. Wasser l6sen und iiber Nacht auf Eis aufbewahren 
(Lésung IT). 


Beispiel zu 3. (Reinigung iiber Acetonfallungen): 

Zu 50cem Lésung Il 25cem Aceton unter Kithlung zusetzen, bei 
3000 Touren abzentrifugieren, die Lésung 45 Minuten in Eiskochsalz 
mischung stehenlassen und ausfallende Flocken abzentrifugieren. Di 
Lésung mit 12,5 cem eiskaltem. Aceton langsam versetzen, 5 Minuten in 
Eis stehenlassen und den weniger wirksamen Niederschlag abzentrifugieren 
Die obere acetonische Lésung abtrennen und mit weiteren 30 cem Aceton 
den Hauptteil an Ferment ausfallen, den Niederschlag in 30 cem Wasse1 
suspendieren und mehrere Stunden in Eiskochsalz gefrieren lassen und nach 
dem Auftauen durch Zentrifugieren klaren. Der Hauptteil des Ferments 
befindet sich in der Lésung (Lésung ITI). 

20 cem Lésung IIT mit 60 cem dest. Wassers verdiinnen, einige Minuten 
auf Eis stehenlassen und nun mit 60 cem gekiihltem Aceton versetzen. Ube 
Nacht auf Eiskochsalz stehenlassen, hierauf die Suspension abzentrifugieren. 
die wirksame Lésung mit 100 cem Aceton fallen, 45 Minuten kalt stehen 
lassen, den wirksamen Niederschlag abzentrifugieren und in 20cem dest 
Wassers lésen. Die Suspension mehrere Stunden in Eiskochsalzmischung 
stehenlassen, wieder langsam auftauen und bei 15000 Touren abzentri 
fugieren. Die klare Lésung in gefrorenem Zustand auf Eiskochsalz aut 
bewahren (Lésung IV). 
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Sie ist in gefrorenem Zustand bis zu 8 Tagen unverandert haltbar. 
In 50% Glycerinlésung aufbewahrt ist die Haltbarkeit gréBer. Nach 
8 Wochen betrug die Abnahme der Aktivitat hier 30%. 

Eine weitere Reinigung gelang nicht, da das Ferment in diesem Zustand 
sowohl gegeniiber verschiedenen Neutralsalzen wie auch  organischen 
Losungsmitteln iiberaus empfindlich ist. Versucht wurde in verschiedenen 
Kombinationen u. a. Aussalzen mit (NH,),8O,, Ausfallung mit Aceton, 
Dioxan, Alkohol, Anderungen des py, Fallungen mit Schwermetallsalzen. 

Die hohe Empfindlichkeit zeigte sich auch in der gréBeren Schadigung 
durch Erwarmen als dies bei Rohextrakten der Fall ist. Auch langeres 
Stehen macht das Ferment temperaturempfindlicher. 

Die Bestimmung des Reinheitsgrades erfolgte durch Messung der 
Fermentwirksamkeit unter Bezugnahme auf den Stickstoffgehalt. 

Zur Bestimmung des Reinheitsgrades definieren wir als Fermenteinheit 
die Enzymmenge, die bei der Methylglyoxalkonzentration 1,0 mg und der 
Glutathionkonzentration 0,1 mg in einem Fliissigkeitsvolumen von 1,6 cem 
bei px 7,5 pro Minute 1 eemCO, entwickelt. Unter Fermentwirksamkeit (FW) 
verstehen wir Fermenteinheiten (£) pro mg Trockensubstanz. Das Ver- 
haltnis der Fermentwirksamkeiten des urspriinglichen Extrakts zum ge- 
reinigten Ferment ist unser Reinheitsgrad. 

Z. B.F W Rohextrakt = 7,5, F W gereinigt 804. Reinheitsgrad > 100. 
Die Ausbeute an dem so gereinigten Ferment betrug 2°,. Die Reinigung 
war bei genauer Innehaltung der Vorschrift gut reproduzierbar. 


VE 
Beschreibung der Versuche. 


Zur manometrischen Messung (1) benutzten wir Warburg-GefaBe. Die 
Versuchstemperatur war 28,4°C bei pu 7,5 (im Bereich der optimalen 
H-Ionenkonzentration). Die Bicarbonatkonzentration betrug 0,3°%. Das 
Volumen der Reaktionsfliissigkeit im Trog war 1,6 cem, davon 1,0 cem 
gepufferte Fermentlésung und je 0,3 cem Glutathion- und Methylglyoxal- 
lésung, die nach Temperaturausgleich eingekippt wurden. Der Gasraum 
enthielt 5% CO, in N,. Das Methylglyoxal wurde nach Newberg (25) durch 
Destillation von Glycerinaldehyd mit Schwefelsaure hergestellt. 

Um die in bicarbonatalkalischer Lésung vor sich gehende Reaktion 
Methylglyoxal—Glutathion auszuschalten, wurden immer Kontrollen ohne - 
Ferment mitgeschiittelt. Bei dieser Reaktion entsprechen nur 20°, der 
gebildeten Gasmenge Milchséure. 1 mg Methylglyoxal + I mg Glutathion 
entwickeln in 60 Minuten 30cmm CO,; bei 0,1 mg Glutathion und 1 mg 
Methylglyoxal 10 emm CO,. In den angefiihrten Tabellen ist diese chemische 
CO,-Bildung bereits in Abzug gebracht. Bei der Priifung ammonsulfat- 
haltiger Fermentlésungen ist zu beachten, da} mit (NH,),SO, und Methy!l- 
glyoxal eine Reaktion unter Gasentwicklung auftritt, die bei 40 mg 
(NH,),.SO, und 2 mg Methylglyoxal bei pq 7,5 in 40 Minuten bei 28,4° C 
120emm Gas entwickelt. 

Die Schiittelgeschwindigkeit betrug bei allen Versuchen 120 pro Minute. 


Unsere Angaben beziehen sich auf emm CO, bei p = 760mm _ und 
t= 0°C (lemm CO, 3,3 g Methylglyoxal). 

Wir gebrauchen in den Tabellen die Abkiirzungen: Met Methyl 
glyoxal, Glut Glutathion, Ex Extrakt, Cy Methylglyoxalkonzen- 
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tration in y, C¢ Glutathionkonzentration in y, Cy; = Apo-Ferment 
konzentration in Einheiten FE (siehe oben) oder in y Protein. 


Aus den zahlreichen (152) Versuchen wird nur eine charakteristische 


Auswahl wiedergegeben. 
Versuch 1 (Tabelle 1). 
Linearer Kurvenverlauf. Die Versuchsansitze entstammen ver. 
schiedenen Versuchen, die mit ganz.verschiedenen Extrakten beziiglich 
Herstellung, Aufbewahrung und Reinheitsgrad durchgefiihrt wurden 


Tabelle I. 





Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 
Zeit Y 5) ; Y AO ; er ' 
in Min. Cy, = 500; Cy, = 500; Cy = 2000 ; 
Cy = 100; Cy 100 ; Cy 1000 } 
10 66 62 65 
20 127 127 132 
30 192 (129) 180 
40 - 232 


Auch bei verschiedener Methylglyoxal- und Glutathionkonzentration 
wurde ein der Zeit proportionaler Kurvenablauf mit gereinigtem Ferment 
aufgefunden, wie er schon friiher am weniger gereinigten Ferment 
erhalten wurde. Versuch Nr.2 wurde mit einem hochgereinigten 
Ferment (mit 804 Einheiten pro mg Protein) ausgefiihrt. 


Versuch 2 (Abb. 1). 
Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Glutathion- 
konzentration. Die Fermentextrakte stammen von verschiedenen 
Praparaten. 
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Abb. 1. 


Die Kurve | zeigt einen kontinuierlichen Anstieg. Direkte Pro- 
portionalitat besteht nicht. Die Messung wurde hier im substrat- 
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nunabhangigen Bereich begonnen und endet im substratabhangigen Teil 
bei 600 y); es erfolgt daher noch eine Steigerung von 600 bis 800» 





( he 
Glutathion. Kurve 2 wurde im substratabhangigen Gebiet gemessen 
Das Maximum ist hier bei 600» schon erreicht. 
er- Versuch 8 (Tabelle II). 
ich ? if , ; ‘ 
Verschiedene Lésungsvolumina. Diese Versuche wurden mit 
Cl) os 
Rohextrakt ausgefiihrt. 
Tabelle II. 
Gesamtvol. 1,3 eem Gesamtvol. 2,6 ccm 
0,02 cem Ce 0,02 cem 
Zeit C 
in Min. ial at Cy = 2000; 
Ca = 400; Cg 1000 ; Cy = 400; Ce 1000 } 
10 80 123 49 56 
20 170 255 110 121 
ni ‘ : . ‘ . . ° . . . 
In 1,3 cem ist die Geschwindigkeit bei maximaler Glutathion- 
r konzentration 100 °%, bei untermaximaler Glutathionkonzentration etwa 
50° gréBer als in 2,6 ccm. 
n 


Versuch 4 (Tabelle III). 


Bestimmung des Temperaturkoeffizienten (5. Die Versuchs- 
temperaturen waren 23,49 C, 284°C und 33,4°C. 


Cr =8y, Cy = 1000y, Cg = 1000y. 


Tabelle III. 





Temperatur in °C | emm CO, nach 10 Min 
23,4 24 
28,4 43 
33,4 66 


Der Temperaturkoeffizient betraigt demnach : 


23,4—28,49 C of 
G10 = 2,6, 


28,4—33,49 C ‘ 
Y10 = 2.9, 


23,4—83,49C _¢ 
10 


bo 
~] 
o 


Versuch 5 (Tabelle [Va, Tabelle LV b). 


Substratunabhangiger Bereich: charakterisiert durch das Ver- 
haltnis: Glutathionkonzentration /Fermentkonzentration. 
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Tabelle IVa. 








z Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 Nr. 6 
a Cr 18 } Cr by Cy 127 Cp 1,23 Cr = 19; Cr 
= Cy = 5007 | Cy 1500 } Cx 500 ; Cy 2000 5 Cy 1000 3 Cy 2400 
3 Cg 25 7 | Ce 25 7 Cg = 25; Cg 25 7 Ce 400 7 Cg 41 
10 77 76 30 31 214 218 
16 (280) 330 
20 132 134 66 65 
3 (135) 198 100 96 
40 270 136 130 
Ca Ce C,. 
@ — ¢ ~ 9] ¢ ‘im 
C; Cr Cy 
Tabelle IV b. Substratabhangiger Bereich. 
(Nr. 3 bis 6 sind Doppelversuche.) 
a Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 Nr. 6 
2 Cy = 6E\Cy 6E Cp L7E Cy L7ECy = WE\Cy 10 E 
Cx = 5007 Cy, =20007 Cy, = 500; Cy = 20007 Cy 5007 |Cy, = 1000 
3 | Cg =7 Cy 2007 |} Cg =1007 |Cy = 1007 |C, =1000; CG 1000 
= 
10 || 22 28 S13 21 43; 47 22; 23 34; 31 
20 || 45 54 41; 40 88; 88 45; 43 67; 63 
30 66 76 64; 60 115; 116 69; 67 98; 98 
40 90 99 84; 78 148; 152 85; 82 127; 126 
Cy CG Cy 
a. ™ 33 "ae 60 . ~~ 100 
F F Cy 


Das charakteristische Verhaltnis C,/C, konnte (nach Tabelle [Va 
1, 2) bis etwa 1 nach unten bestimmt werden. Es besteht, wie 1 und 2 
zeigen, keinerlei Abhangigkeit von der Substratkonzentration, die aut 
das Dreifache erh6ht wurde. Nach 3 und 4 (Tabelle [Va) ist auch bei 
wesentlicher Erhéhung des charakteristischen Verhaltnisses keine Ab 
hangigkeit von der Substratkonzentration zu finden, wenn diese auf 
das Vierfache erhéht wird und das Verhaltnis 32 nicht iiberschritten 
wird (siehe Tabelle IVb). Wie 5 und 6 (Tabelle IVa) zeigen, bewirken 
hohe Glutathionkozentrationen allein noch keine Substratabhangigkeit 
wie von Platt und Schroeder (10) angegeben wird. Allerdings bedingen 
hohe Glutathionkonzentrationen bei der manometrischen Messung im 
Warburg-Apparat ein Arbeiten mit niedrigen Fermentkonzentrationen. 
da die Umsatzgeschwindigkeit sonst zu rasch und daher nicht verfolgbar 
ist. Deshalb ist dann zumeist der Wert 32 iiberschritten und die Versuche 
weisen Substratabhangigkeit auf. 

Oberhalb des Verhaltnisses C;/Cy ~ 32 herrscht, wie Tabelle IV} 
1 und 2 zeigen, bereits Substratabhangigkeit, bei vierfacher Substrat 
konzentration hier etwa 10°. Zumeist fiihrten wir Doppelversuche aus 
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Aus ihnen kann (siehe 3 bis 6) die Fehlergrenze ersehen werden. In 
diesen Versuchen betragt die Steigerung bei C,,/Cy ~ 60 (3, 4) fast 
,, Wobei die Substratkonzentration vervierfacht wurde. Nach 5, 6 
betragt die Geschwindigkeitserhéhung bei Verdoppelung der Substrat- 


100°, 
konzentration und C),/Cp ~ LOO etwa 50°,. 


Versuch 6 (Abb. 2). 
Linearer Kurvenverlauf im substratabhangigen Gebiet. 
Cy =—6E, Cy 1500 y, Cg = 800 y. 
C;,/Cry ~ 133. 
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Abb. 2. 


Die Umsatzgeschwindigkeit ist auch im Bereich der Substrat- 
abhangigkeit bis fast zum vélligen Umsatz des Substrats der Zeit 
proportional. 

Versuch 7 (Tabelle V). 

Das Verhaltnis Methylglyoxalkonzentration /Glutathionkonzen- 

tration hat auf den Kurvenverlauf keinen EinfluB. 


Ta belle V, 





Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 
Zeit Cr 10 £ Cp WE C, 10 F Cy, OE 
in Min. ( y = 2000; ( wy = 1000; ( y 1000 ; ( y= 1000; 
Ce = 2000 7 Ce 1000 ; Cy 1000 5 Cg 2000 3 
10 b4, 62 28, 24 28 24 
20 126, 128 65, 61 72 89 
30 187, 194 118, 117 112 97 
CG Cy 7 
iid 200 a ~ 100 —. ay 100 
Up PF ( PF 
Cy Cy Cy Cy l 
~ 1 —— ‘mr |] —— My | —— ey 
C ( ( 2 
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1 und 2 weisen das gleiche Verhaltnis Methylylvoxalkonzentratic; 


Fermentkonzentration — 1 auf, jedoch verschiedene ,,charakterist ise}, 


Verhaltnisse”. Es ergibt sich eine etwa 100 °%,ige Steigerung bei Ey 
héhung des charakteristischen Verhaltnisses auf das Doppelte. Ein 


Verdoppelung des Verhaltnisses Methylglvoxalkonzentration / Ferment 


konzentration bei gleichem charakteristischen Verhaltnis hat hingeve 
wie 3 und 4 zeigen, keinen EinfluB auf die Umwandlungsgeschwindigket 


Die bei diesen Versuchen verwendete Glutathionkonzentration js; 


bereits maximal. 
Versuch & (Tabelle VI). 
Das Schubertsche Halbmercaptal (13) fungiert nicht als Subst: 


der Methylglyoxalase. 


Tabelle VI. Die Versuchstemperatur betrug hier 25°C. 
g 





Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 
a Cy =6E Cy =26 Cy = 6E Cy = 2E 
Le it ( y . = OD 5 } U 
in Min. M Cy Cy = 1000; Cy = 100 
Cy Cy Ca 4000 ; Cy = 4000; 
Halbm, in 5400 ) Halbm. in 5400 Halbm. in y Halbm. in 
10 oe 2 139 56 
20) 60 19 (238) 120 
30 62 19 172 


Das Schubertsche Halbmercaptal (13) wurde genau nach der Vorschritt 


durch Mischen konzentrierter Lésungen von Methylglyoxal und Glutathion. 


teilweisem Einengen und Ausfallen mit Alkohol hergestellt. 


Nach den Versuchen 1 und 2 wird dieses Halbmercaptal nicht ode: 
kaum umgesetzt, waéhrend dieselben Mengen Glutathion und Methy! 
glyoxal, wie sich aus den Versuchen 3 und 4 ergibt, glatt gepalten werde: 
Das Halbmerecaptal kann also nicht das Zwischenpredukt sein. 


/\ Zusammenfassung. 

Die Methylglyoxalase, die in nahezu allen Zellen, zum Teil in seh 
groBen Mengen vorkommt, wandelt Methylglyoxal in Milchsiure um 
Das Co-Ferment dieses Ferments ist reduziertes Glutathion. Innerhalb 
eines bestimmten Verhaltnisses der Glutathion- zur Apo-Ferment 
konzentration ist die Umsatzgeschwindigkeit unabhangig von de! 
Substratkonzentration. Bei einem weitgehend gereinigten Ferment 
praparat lag dieser Bereich zwischen 1 und 32. Der Bereich kleiner 
als 1 ist experimentell nicht faBbar. Erst bei einem Verhaltnis iiber 
32 nimmt die Umsatzgeschwindigkeit mit der Substratkonzentration 
zu, so daB hier nicht mehr die Bedingung einer Reaktion nullter Ordnuny 
vorliegt, obwohl der Umsatz bei einer gegebenen Methylglyoxalkonzen- 
tration selbst der Zeit proportional verlauft. Bei steigenden Glutathion- 
konzentrationen steigt der Umsatz anfangs rasch und spater langsam 
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bis zu einer maximalen Glutathionkonzentration an. Das Lésungs- 
volumen ist der Umsatzgeschwindigkeit nahezu umgekehrt proportional. 

Um den gradlinigen Kurvenverlauf sowohl im substratunabhangigen 
wie substratabhingigen Bereich erklaren zu kénnen, wird die An 
schauung entwickelt, daf der lineare Verlauf der Reaktion durch jeweils 
volisténdige Sattigung der aktiven Zentren des Enzyms mit Substrat 
hervorgerufen wird. Unter bestimmten Bedingungen im_ substrat- 
abhangigen Bereich mufs dem Substrat jedoch die Fahigkeit zuge- 
schrieben werden, die Leistung der aktiven Zentren zu erhéhen, und zwar 
so, daB diese Leistung auch dann erhalten bleibt, wenn schon ein GroBbteil 
des Substrats umgesetzt ist. Auf die kinetische Leistung der aktiven 
Zentren bezogen, werden daher unter dem EinfluB des Substrats neue 
aktive Zentren am Ferment ausgebildet. Bei den Holofermenten mit 
linearem Reaktionsverlauf, aber Substratabhangigkeit (z. B. Lipase), 
hat man den ganz allgemeinen Fall wie bei der Methylglyoxalase bei 
maximaler Glutathionkonzentration, wo ebenfalls zumeist Substrat- 
abhangigkeit besteht. Hieraus ergibt sich, daB bei einem Ferment 
von der Art der Methylglyoxalase die wirksame Fermentoberflache 
nicht starr ausgebildet ist: sie besitzt vielmehr Reaktionsméglichkeiten, 
die u.a. auch durch das Substrat selbst zur Geltung gebracht werden 
kénnen. 


Die Arbeit wurde auf Veranlassung und unter Leitung von Herrn 
Professor Lohmann ausgefiihrt, dem ich herzlich danke. 
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A. Seheunert und K.-H. Wagner. 
(Aus dem Veterinair-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig 
(Eingegangen am 19. September 1939.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer fritheren Mitteilung wurde tiber den EinfluB der Diinguny 
auf den Vitamin B,- und B,-Gehalt von Roggen und Gerste berichtet ! sogl 
Die dabei verwendeten Getreideproben stammten von Parzellen des 
Instituts fiir Pflanzenbau in Géttingen, welche seit 60 Jahren zu einem 
gleichmabig durchgefiihrten Diingungsversuch verwendet worden waren. 
Es ergaben sich dabei unregelmaBige Unterschiede, die nach unseren 
Darlegungen nicht als Ausdruck charakteristischer Wirkungen der 
verschiedenen Diingung angesehen werden konnten, so daf ein ent 
scheidender Einflup der Diingung auf den Vitamin B,- wnd den By (Kom 
plex)-Gehalt abgelehnt wurde. Seither haben sich nur Pfiitzer und Pfaj/ 
mit der gleichen Frage beschaftigt?. Im Phycomycestest stellten sie an 
Weizenkérnern fest, daB mit einer steigenden N PK-Volldiingung ein 
stetiges Ansteigen des Mycelgewichts zu beobachten war. Das An 
steigen war aber verhaltnismaBig flach. Dieselben Autoren berichten 
weiter iiber einen anderen Diingungsversuch mit Weizen, der im For- 
schungslaboratorium des Werkes Elberfeld im Taubentest untersucht 
worden war. Hierbei waren Unterschiede zwischen ,,Ungediingt’* und 
einer ,,Mineralischen Volldiingung’: nicht festzustellen. Es scheint 
also nach diesen Ergebnissen eine entscheidende Beeinflussung des 
Vitamin B,-Gehalts durch DiingungsmaBnahmen nicht zu erwarten sein. 


Zum weiteren Studium der Frage miiBte es besonders interessant 
sein, die gleichen Getreideproben eines anderen Erntejahres aus jenem 
langdauernden Diingungsversuch in Géttingen zu untersuchen. Herr 
Prof. Tornau war so liebenswiirdig, uns acht verschieden gediingte 
Proben der im Jahre 1937 geernteten Gerste aus jenem Versuch zur 
Verfiigung zu stellen. Diese Gerste (Hordeum zeocriton) ist seit rund 
40 Jahren immer wieder in gleicher Weise ohne Saatgutwechsel auf den 


' A. Scheunert u. K.-H. Wagner, diese Zeitschr. 295, 107, 1937. 
2 Phiitzer u. Pfaff, Forschungsdienst, Sonderheft 7, S. 104, 1938. 
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betreffenden Parzellen des Diingungsversuchs nachgebaut worden. Die 
Diingungen waren folgende: 


a) Ungediingt, 


b) Stickstoff = N, 

c) Phosphorséure P, 

d) Kali Kk, 

e) Stickstoff-Phosphorsaure NP, 

f) Kali-Stickstoff KN, 

g) Kali-Phosphorsiure = KP, 

h) Volldiingung: Stickstoff, Phosphor, Kali NPE. 


Die angewandten Diingemittel waren seit 1917 folgende: 
38 kg/ha Phosphorsdiure als Superphosphat, 
83 kg/ha Kali als 40°,iges Kalidiingesalz und 
44 kg/ha Stickstoff als schwefelsaures Ammoniak. 
Die Gerstenproben trafen im Dezember 1937 ein und wurden 
sogleich in den Versuch genommen, wobei quantitativ der Vitamin B,- 
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Abb. 1a. Priifung auf Vitamin B,, tigliche Zulage 0,3 g Pfauengerst.. 
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202 A. Scheunert u. K.-H. Wagner: 


und Vitamin B,(Komplex)-Gehalt nach unseren mehrfach beschriebeie 


Methoden im Rattenversuch ermittelt wurde. Die Wiedergabe dies 


Methoden soll aus Raumersparnis in dieser Abhandlung unterbleilhe) 
wobei wir aber ausdriicklich auf die frithere Abhandlung verweise:, 
in der sie ausfiihrlich auf S. 111 und 114 beschrieben sind. 
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Abb. 1b. Priifung auf Vitamin B,, tagliche Zulage 0,3 g Pfauengerste. 


Die Untersuchungen waren Ende Mai 1938 abgeschlossen, konnte: 
aber aus duBeren Griinden erst jetzt zur Veréffentlichung kommen 
Zu bemerken ist noch, daB es sich um die gleiche Gerstensorte handel 


tiber die in der friiheren Abhandlung berichtet wurde. Dort waren 


allerdings nur die Proben ,,Ungediingt*’ und ,,gediingt mit N P* und 
mit NPK* untersucht worden. Auf Grund der friiheren Ergebnis 


1 Diese Zeitschr. 295, 107, 1937. 
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wurden bei Vitamin B, die Mengen von 0,3 und 0.4¢ gepriift, da an- 
venommen werden konnte, daB eine dieser Dosen die Bedingungen 
unseres Rattenversuchs sicher erfiillen wiirde. Der Versuchsverlauf 
wurde in Gestalt der Wachstumskurven festgehalten und ist in den 
Abb. la, b und 2a, b, die als Versuchsprotokolle zu werten sind, wieder- 


vegeben, 





[__ungedingt 
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Abb. 2a. Priifung auf Vitamin B,, tiigliche Zulage 0,4 g Pfauengerste. 


Zur quantitativen Auswertung des Vitamin B, im Rattenversuch 
kommt es darauf an, diejenige niedrigste Dosis zu finden, die, taglich quanti- 
tativ verabreicht, mindestens acht von zehn Ratten wahrend der Dauer 
von 35 Tagen vor dem Ausbrechen polyneuritischer Krampfe und dem 
Tode schiitzt, sowie eine gréBere Gewichtsabnahme als héchstens 2 g in 
dieser Zeit zu verhindern imstande ist. Bestehen vor Beginn des Versuchs 
polyneuritische Krampfe, so miissen diese geheilt werden. 

Aus den Abbildungen ist in jedem Falle der Versuchsverlauf und 
aus diesem wieder zu entnehmen, welche Ratten jeder Gruppe den 
Bedingungen geniigt haben und welche nicht. Zur Erlangung eines 
Uberblicks fassen wir die Ergebnisse noch einmal in Tabellenform 


zusammen : 





A. Scheunert u. K.-H Wagner: 


Tabelle I. Priifung auf Vitamin B, in Gerste. 





Dosis : Ungeniigende Tiere durch ae gest 

Diingungs- pro Tier ADzahl Ge- ; . : Vitamin B,-(« 
a u. Tag der — niigende Gewichts- Krimpfe in 100 ¢ Dab 
Gramm __ Tiere Tiere | abnahme und Tod i. E refit 


Ungediingt 0,3 10 4 0 P Zeit 

0,4 10 9 0 150 min 

N 0,3 10 6 : 0 vedi 

N 04 10 ) 150 (lei 
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Ss 0,4 10 0 te 

K 0,3 10 : 0 = pa 
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1 

NP 0,3 10 ‘ 0 0 200 oe 

0,4 10 : § 0 -. drei 
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Um die Ergebnisse besser vergleichen zu kénnen, wurde der fest- 
vestellte Gehalt an Vitamin B, in internationalen Einheiten ausgedriickt. 
Dabei ist hervorzuheben, da nach den mehrmals im Jahre durch- 
vefiihrten Auswertungen des internationalen Standardpraparats zur 
Zeit des Versuchs die Bedingungen der Methode durch 0,61. E. Vita- 
min B, erfiillt wurden. Betrachtet man somit die in den verschieden 
vediingten Proben festgestellten Gehalte an i. E., so fallt eine sehr groBe 
GleichmaBigkeit auf. Es fallen nur die Mangeldiingungen mit P, NP 
und KN heraus, die sich durch einen héheren Gehalt an Vitamin B, 
auszeichnen. Alle anderen Proben, gleichgiiltig ob in irgendeiner Form 
vediingt oder ungediingt, weisen tibereinstimmend 150i. E. in loo g 
Rohmaterial auf. Irgendeine einleuchtende Erklairung dafiir, da die 
drei Diingurtgen P, NP und KN einen héheren Gehalt ergeben haben, 
kann nicht gegeben werden. Wir méchten diese Werte auf Zufalligkeiten 
zurickfithren. Hierfiir sprechen nun auch die mit der gleichen Gerste 
friher ausgefiihrten Versuche, auch dabei waren Unterschiede fest- 
vestellt worden, und zwar hatte die ungediingte Probe nach unseren 
damaligen Ermittlungen 125 bis 1501. E., die mit NP gediingte Probe 
ebensoviel, aber die mit einer mineralischen Volldiingung NPK _ ver- 
sehene Probe 200i. E. Vitamin B, enthalten. Schon damals wurde 
darauf hingewiesen, da diese offensichtlichen Unterschiede nicht 
Ausdruck charakteristischer Wirkung der verschiedenen Diingung sein 
kénnen. Nach dem neuen Versuchsergebnis erkennt man nunmehr, 
daB die auf dieselbe Weise gediingten Proben keineswegs die gleichen 
Unterschiede aufweisen, wie im ersten Versuch. Es besteht also keine 
tegelmaRigkeit und auch dieses spricht dafiir, daB es Zufalligkeiten 
sind, die diese Unterschiede haben zustandekommen lassen. Wiren 
wirklich diingungsbedingte Unterschiede vorhanden, so hatten diese im 
Hinblick auf die jahrzehntelange Dauer des Diingungsversuchs und 
das ohne Sortenwechsel immer wieder nachgebaute Saatmaterial zu 
konstanten und deutlichen Unterschieden und Ausschligen fiithren 
missen. 

Wir gelangen also in Bestatigung der friiheren Ergebnisse zu 
dem SchluB, daB nennenswerte, diingungsbedingte Unterschiede im 
Vitamin B,-Gehalt der Gerste nicht auftreten. Auf Grund des fritheren 
Versuchs an Roggen und weiterer Erfahrung auf diesem Gebiete 
vlauben wir, diesen SchluB auch auf die Brotgetreidearten, Roggen 
und Weizen, ausdehnen zu diirfen. 

Es soll nicht bestritten werden, daB die Ernahrung der Pflanze 
Unterschiede im Vitamingehalt nach sich ziehen kann. Nach unserer 
Auffassung sind aber die méglichen Schwankungen des Vitamingehalts 


nur so gering, da sie in die normalen Grenzen, zwischen denen der 
Vitamin B,-Gehalt iiberhaupt schwanken kann, fallen. Dies wird 
gerade durch den vorliegenden Versuch ganz einwandfrei bewiesen. 
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Wie wir einem Schreiben des Herrn Prof. Tornau, dem wir fiir sein, 
vielfachen Bemiihungen herzlichst danken, entnehmen, haben die ¢iy 
seitigen DiingungsmaBnahmen, die seit 1873 einheitlich durchgefiilr 
worden sind, zu ganz charakteristischen Anderungen des Nahrstof 
gehalts der einzelnen Versuchsparzellen gefiihrt. Auf den regelmibi: 
mit Kali gediingten Teilstiicken ist ein sehr reichlicher Kalivorrat vor 
handen, wahrend die nicht mit Kali gediingten Teilstiicke ausgesproch:, 
arm an Kali sind. Der Phosphorséuregehalt des Bodens ist an und fii 
sich so reichlich, daB er auch auf den ungediingten Teilstiicken heute noc 
groB genug ist, um auch ohne Phosphorséuregabe eine Mittelernte zu ve 
statten. Die mit Phosphorsdure gediingten Teilstiicke enthalten den 
gegentiber mehr Phosphorsaure als von den Getreidearten bendtigt wird 
In der Stickstoffversorgung sind die Unterschiede wieder: gréBer. De 
Boden ist von leicht zersetzlichen organischen Stoffen weitgehend enthli[ii 
enthalt aber noch schwer zersetzlichen Dauerhumus, aus dem di 
Pflanzen nur wenig N entnehmen kénnen. Die Folge dieser Verhaltniss 
ist, daB die Gerste in jedem Jahre deutliche Mangelerscheinungen an N uni 
auch K auf den ungediingten Teilstiicken zeigt. AuBerliche Phosphorsiiure- 
mangelerscheinungen sind nicht festzustellen. Kalk ist reichlich vor. 
handen, der Boden (py = 7,2) durchaus neutral. Es liegen also danac!, 
in den verschieden gediingten Parzellen zum Teil ganz abnorme Nii 
stoffverhaltnisse vor, die auch, wie der Augenschein beweist, eine: 
EinfluB auf die Ernahrung und Entwicklung der Pflanzen haben 
Wiirde hierdurch auch der Vitamingehalt beeinfluBt, so miiBte diese: 
EinfluB8 in unseren Versuchen deutlich zutage getreten sein. Da das 
nicht der Fall ist, ist der Beweis dafiir erbracht, daB die Ernahrungs 
verhaltnisse der Pflanzen nur unbedeutend den Vitamin B,-Gehalt 2 
beeinflussen vermégen. Ein EinfluB verschiedener Diingung auf eii 
an sich normal ernadhrte Pflanze wird also niemals solche Ausmatie 
annehmen, da er mit Sicherheit nachweisbar und praktisch bedeutungs. 
voll werden kénnte. 

Aus dem gleichen Grunde eriibrigt sich auch eine noch weiter 
gehende Staffelung der zu untersuchenden Dosen (statt 0,3 und 4 
also etwa 0,3, 0,35, 0,4). Die hierbei auftretenden Unterschiede wiirden 
immer zwischen 150 und 200 i. E. zu liegen kommen. 

Die Untersuchung auf Vitamin B, (Komplex) wurde an denselben 
Proben mit der Wachstumsmethode durchgefiihrt. Nach den Erge} 
nissen der friiheren Versuche waren 1,75 g Tagesdosis der Gerste gerade 
geniigend, um die einer biologischen Wachstumseinheit entsprechende 
Gewichtszunahme hervorzurufen. Es wurden infolgedessen von simt- 
lichen Proben 1,75 g verabreicht. Hierbei ergaben sich die in Tabelle |! 
verzeichneten Gewichtszunahmen. 

Da eine wéchentliche Gewichtszunahme von 3 bis 4g verlang! 
wird, hat im vorliegenden Falle nur die ungediingte Probe den An- 
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Tabelle II. Priifung auf Vitamin B, in Gerste. 








Dosis ; Wichentliche Dosis Wichentliche 
Diingungs- pro Tier Anzahl qurehschnitt- Diingungs- pro Tier Anzahl durehschnitt- 
art und Tag, der liche Zunahme art und Tag de? liche Zunahme 
ing Tiere ing in g Tiere in g 
Ungediingt 1,75 10 3,66 NP 1,75 10 2,51 
N 1,75 10 2,2 KN 1,75 10 2,92 
Fr 1,75 10 1,82 KP 1,75 10 1,14 
K 1,75 10 1,76 NPK 1,75 10 1,68 


forderungen entsprochen. Die Diingung KN hatte beinahe geniigt, 
und auch die Diingung N P lag noch nahe der unteren zulassigen Grenze. 
Bei allen anderen Proben blieben die Gewichtszunahmen zum Teil weit 
hinter den Bedingungen der Methode zuriick. 

Leider war es im Hinblick auf die verfiigbaren Gerstenmengen 
nicht méglich, den Versuch mit héheren Dosen nochmals zu wieder- 
holen, und es ist deshalb auch sehr schwierig, Schliisse aus seinem 
Verlauf zu ziehen. Dabei ist zu bedenken, da die verabreichte Menge 
von 1,75 g an und fiir sich schon sehr groB ist, daB also der Gehalt der 
Gerste an Vitamin B, (Komplex) niedrig ist. Die gefundenen Gewichts- 
zunahmen kénnten darauf hinweisen, daB eine Herabsetzung des Vita- 
min Bs-Gehalts durch die verschiedenen DiingungsmaBnahmen statt- 
gefunden hat. Ein solcher SchluB erscheint aber als zu wenig gestiitzt, 
zumal nach den friiheren Ergebnissen keine Unterschiede zwischen den 
damals untersuchten drei Proben bestanden hatten. 


Zusammenfassung 


Im Versuch an wachsenden Ratten wurde der Vitamin B,-Gehalt 
von Pfauengerste, welche von Versuchsparzellen stammte, die seit 
60 Jahren gleichmaBig gediingt worden waren, bestimmt. Die Gerste 
war seit rund 40 Jahren ohne Saatgutwechsel auf den gleichen Parzellen 
nachgezogen worden. Die Untersuchung ergab, dais von den acht ver- 
schiedenen Proben drei einen Gehalt von 200i. E. in 100 g, fiinf einen 
solchen von 150i. E. in 100 g aufwiesen. Diese Unterschiede konnten 
in keinen Zusammenhang mit der Diingungsweise gebracht werden und 
werden als zufallig und in der normalen Schwankungsbreite solcher 
Versuche liegend angesprochen. Eine entscheidende Beeinflussung des 
Vitamin B,-Gehalts durch die verschiedene Diingungsweise wird deshalb 
in Ubereinstimmung mit einer friiheren Untersuchung abgelehnt. 

Untersuchungen iiber den Vitamin B, (Komplex)-Gehalt mit der 
Wachstumsmethode fiihrten wegen zu geringer Dosierung zu keinem 
endgiiltigen Ergebnis. Bei ihnen hat die tiberhaupt nicht gediingte 
Gerstenprobe am besten abgeschnitten. 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung des Reichsministers 
fir Ernahrung und Landwirtschaft durehgefiihrt. 














Uber die Vitamin A-Wirkung von Moéhren 
(Daucus carota) unter dem Einflu8 verschiedener 
Diingungsweisen. 

Von 
A. Seheunert und K.-H. Wagner, 

(Aus dem Veterinar-Physiologischen Institut der Universitat Leipziy. 
(Eingegangen am 21. September 1939.) 

Mit 4 Abbildungen im Text. 


Der hohe Carotingehalt der Mohrriiben macht diese zu einer de 
wichtigsten pflanzlichen Vitamin A-Quellen der menschlichen  Er- 
nahrung, und es ist deshalb wichtig, dariiber unterrichtet zu sein, wie 
groB diese Vitamin A-Wirkung ist, und ob sie unter verschiedenen 
Einfliissen, insbesondere verschiedener Diingungsweise, Anderungen 
erleidet. Carotinbestimmungen vermégen hieriiber zunachst  niclits 
Entscheidendes zu sagen, da die quantitativ ermittelten Carotinmengen, 
auch wenn sie mit Hilfe der chromatographischen Methode die einzelnen 
Carotine genau erfaBt, nichts dariiber auszusagen vermégen, was davon 
im Tierkérper tatsichlich in Vitamin A umgewandelt zur Wirkung 
gelangt. Somit mu®8 der Tierversuch als Grundlage herangezogen 
werden. Vorauszuschicken ist, daB derartige quantitative Vitamin 
bestimmungen bisher nur in sehr geringem Umfang ausgefiihrt worden 
sind. Coward und Morgan! fanden in 100g 1900i. E. Vitamin A, 
Hanning! gab 6476 i. E. Vitamin A an. Diese Unterschiede sind sehr 
betrachtlich und lassen vermuten, da Sorten mit verschieden hohem 
Carotingehalt verwandt worden sind. 


Bei unseren Untersuchungen kamen rote Méhren zur Verwendung 
wie sie in allen Gegenden Deutschlands als marktgaingige Ware in 
einem groBen Teil des Jahres zu erhalten sind, also in dieser Richtung 
ein wichtiges Volksnahrungsmittel darstellen. 


Erster Versuch, Winter 1956/37. 

Zu einem ersten Versuch wurden Méhren verwendet, welche von 
der landwirtschaftlichen Versuchsstation Lichterfelde geliefert worden 
waren. Diese Méhren stammten aus einem Diingungsversuch des 
Jahres 1936, bei dem der EinfluB einer Kaligabe gepriift werden sollte. 


1 Zit. nach M. A. Boas Fixsen u. M. H. Roscoe, Nutrition Abstracts 
and Reviews 7, 831, 1937/38. 
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Wir erhielten im November 1936 Méhren von vier, wie folgt, verschieden 
gediingten Parzellen: 


1. Mit ,,Torfmull + NP**. Hier hatte die Parzelle Torfmull und auBer- 
dem 40kg N als Leunasalpeter und 60 kg P,O,; als Rhenaniaphosphat 
je ha erhalten. 

2. ,,Torfmull + NPK*, auBer NP hatte diese Parzelle noch 120 kg 
K,O als Kalimagnesia erhalten. 

3. ,,Stalldiinger*‘. Diese Parzelle erhielt die gleiche Menge organische 
Substanz wie die Torfmullparzelle in Form von Stallmist und schleBlich 

4. ,Stallmist + NPK*‘, wobei auBer der Stallmistgabe noch eine 
ebensoleche Diingung wie bei der Parzelle Torfmull + NPK erfolgt war. 

Die Méhren wurden im Keller in Sand eingeschlagen und sogleich 
zur Priifung auf Vitamin A in den Versuch genommen. Die dazu not- 
wendigen Tierversuche waren in der Hauptsache im Februar 1937 
beendet, zogen sich aber beziiglich der Kontrollgruppen und der- 
gleichen mehr bis Mitte Mai 1937 hin. 

Die Untersuchung erfolgte nach der in unserem Institut ent- 
wickelten Methode des Rattenversuchs!. 


Dazu werden junge, wachsende Ratten im Gewicht von 40 bis 45 g in 
Einzelkafigen auf einer Vitamin A-freien Kost gehalten, diese besteht aus: 
18°, Casein, 57°, Starke, 15°, Palmin, 5°, Salzgemisch (Me Collum, 
Nr. 185). Die Ratten wachsen hier noch einige Zeit, zeigen dann Wachstums- 
stilstand und entwickeln die Erscheinungen des Vitamin A-Mangels, ins- 
besondere Xerophthalmie. Sobald iiber eine ausreichend lange Zeit Ge- 
wichtsabnahme stattgefunden hat und die Augenerscheinungen deutlich 
entwickelt sind, werden die Ratten in den Versuch genommen und erhalten 
nunmehr zu der Vitamin A-freien Kost eine Zulage des zu_ priifenden 
Materials. Bei sehr kleinen Mengen werden die Zulagen fiir mehrere Tage 
auf einmal gegeben. Das Abwiegen erfolgt auf entsprechend feinreagierenden 
analytischen Waagen. Mit Einsetzen der Zulage beginnt der Hauptversuch, 
der 35 Tage wihrt. Die Ratten werden zweimal wéchentlich gewogen und 
der Versuchsverlauf kurvenmiaBig dargestellt. Unsere Methode verlangt, 
da8 innerhalb dieser Zeit die Ratten von Xerophthalmie geheilt werden 
oder daB bei anfanglichem Vorhandensein typisch ausgeprigter Kerato- 
malacie eine praktische Heilung bis zu fast voélligem Verschwinden der 
Hornhauttriibung erfolgt ist. Ferner miissen die Tiere die 35tagige Periode 
iiberleben. Es wird nun diejenige niedrigste Dosis ermittelt, welche 
gerade geniigt, da 8 von 10 Tieren die oben mitgeteilten Bedingungen des 
Versuchs erfiillen. 

Zur Auswertung des Ergebnisses in internationalen Einheiten wird das 
internationale Standardpraparat fiir Vitamin A herangezogen, auch hiervon 
wird nach denselben Versuchsbedingungen die Grenzdosis ermittelt und 
damit ein unmittelbarer Vergleich mit dem eigentlichen Versuch und Um- 
rechnung in internationale Einheiten ermdéglicht. 


Da zunachst Anhaltspunkte tiber die Vitamin A-Wirkung von 
Mohren nur auf Grund unserer friiheren qualitativen Untersuchungen 


' Scheunert u. Schieblich, diese Zeitschr. 263, 444, 1933; K.-H. Wagner, 
ebenda 296, 193, 1938. 


Biochemische Zeitschrift Band 303, 14 
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bestanden!, war es notwendig, eine gréBere Anzahl verschiedene; 
Zulagemengen zu priifen, um diejenige herauszufinden, welche ver- 
mutlich die Bedingungen des Versuchs erfiillen wiirde. Es werden in 
folgenden die Ergebnisse in Tabellenform wiedergegeben. 


Tabelle I. 








Ergebnis 
Diingungsart ben —— 4 _ at Soret 
geniigend Kerato- Tod 
malacie 

200 5 5 0 0 

100 10 9 1 0 

3 o-> 75 5 5 0 0 
Torfmull + NP ....... 50 10 10 0 0 
25 3 2 0 1 

10 10 4 : 4 

200 5 5 0 0 

100 10 10 0 0 

" TDK 75 5 5 0 4 
Torfmull ++ NPK ..... 50 10 10 0 0 
25 3 3 0 0 

10 10 3 4 3 

200 5 5 0 0 

100 10 8 2 0 

stalldang 75 6 4 1 0 
Stalldiinger ........... 50 10 10 0 0 
25 3 3 0 0 

10 10 _ikad ce. 3 

200 5 4 0 | 

100 10 8 0 2 

; r sit 75 5 3 1 ] 
Stalldiinger + NPK... 50 10 10 0 0 
25 3 3 0 0 

10 10 2 5 3 


Aus der Tabelle I ist zu ersehen, daB die Zulage von 50 mg in allen 
Fallen geniigt hat, um die Versuchsbedingungen zu erfiillen, wahrend 
die Menge von 10 mg durchweg ungeniigend war. Es muBte danach 
die gesuchte wirksame Mindestdosis zwischen 50 und 10 mg liegen. Da 
nicht mehr geniigend Material zur Verfiigung war, konnte nur noch 
ein Versuchean je drei Tieren mit 25 mg taglicher Zulage durchgefiihrt 
werden. Nach dem Versuchsverlauf muBte auch diese Menge noch 
durchweg geniigend sein. Der Versuch hat also zu keinem endgiiltigen 

' Scheunert, Der Vitamingehalt der deutschen Nahrungsmittel, I. Teil 
Obst und Gemiise, Schriftenreihe ,,Die Volksernahrung™ (Veréffentlichungen 
aus dem Tatigkeitsbereich des Reichsministeriums fiir Ernahrung und Land 
wirtschaft, Heft 8. Berlin, Julius Springer, 1929. 
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Ergebnis gefiihrt, es sei denn, dafS man daraus entnehmen kann, dab 
die Moéhre eine ausgezeichnete Vitamin A- Quelle ist. 

Der Umrechnung in internationale Einheiten ist zugrunde zu legen, 
da bei den in jener Zeit ausgefiihrten Priifungen des internationalen 
Standardpraparats 2 i. E. gerade geniigten, um die Versuchsbedingungen 
zu erfiillen. Sonach wiirde nach der Tabelle [ zu vermuten sein, dab 
25mg der frischen Moéhren 2i. E. oder 100g 8000 i1.E. Vitamin A 
entsprechen. Dies ist aber aus den oben angefiihrten Griinden ein nicht 
ganz sicherer Wert und darf deshalb nur als eine Annahme und Grund- 
lage fiir einen weiteren Versuch betrachtet werden. Ferner ist es ein 
Mindestwert, da die Wirkung der Zulagen von 20 und 15 mg nicht 
bekannt ist. 

Weiterhin kommt man nach dem recht gleichmaBigen Verlauf der 
Versuche zu der Annahme, daB die Vitamin A-Wirkung aller vier ver- 
schieden gediingter Méhrenproben eine recht gleichmabige gewesen ist, 
daB also gréBere Schwankungen in der Vitamin A-Wirkung durch die 
verschiedene Diingung offenbar nicht bewirkt worden sind. 


Zweiter Versuch, Winter 1937/38. 

Um zu genauen Schliissen tiber die Vitamin A-Wirkung der Méhren 
zu gelangen, wurde der Versuch mit Méhren der Herbsternte 1937 
wieder aufgenommen. Allerdings stand uns das gleiche Material nicht 
wieder zur Verfiigung, wohl aber lieferte die Staatliche Lehr- und 
Forschungsanstalt fiir Gartenbau in Weihenstephan aus ihren Diin- 
gungsversuchen Mohren, die folgende Diingungen erhalten hatten: 

l. ,,Ungediingt**, war véllig ohne Diingung geblieben. 

2. Nur mineralische Diingung mit ,NPK* (1937: 150 kg/ha N als 
Kalkammonsalpeter, 150 kg/ha P,O; als Rhenaniaphosphat und 262,5 kg/ha 
K,O als schwefelsaures Kali). 

3. Nur ,.Stalldiinger’* (und zwar 1936 600 dz/ha Stalldiinger). 


Tabelle II. 





Ergebnis 
Diingungsart Dosis Anzahl ungeniigend durch 
in mg der Tiere 
geniigend Kerato- i Tod 
malacie - 
fies { 20 10 8 l l 
Se l 15 10 - 0 3 
. na 20 10 10 0 0 
BS isk eee . 
{ 15 10 4 1 5 
‘ | 20 10 8 0 2 
te 
Stalldiinger ........... 15 10 & 0 ri 
{ 20 10 7 0 3 


Stalldiinger + NPK .. 


\ 15 10 3 5 2 
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4. ,,Stalldiinger + mineralische Diingung* (1936: 600dz/ha_ Sta de 
diinger, 1937: 120 kg/ha N als Kalkammonsalpeter, 120 kg/ha P,O. «|, ai 
Rhenaniaphosphat, 197 kg/ha K,O als schwefelsaures Kali). ' 
i 
| mg 20mg Ui 
LC bag — 
oun om [amg { ia 
j | | 
2376104 | 
Se ae | 
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| Igenugend Sgenigend | | 20mg 
[Sungenigend | g Zungenigend l¢ genigend | | Mgenigend | _ 
e | | . | | | cis ae ae ~ Bangengend | ~ ungenigend | 
|_| a Beginn der Keratornalacie | K. = Beginn der totic 
Aw = Kerafomalacie geheilt | —“— feratomalacie ‘geheilt, 








Abb. 1. Mdhren ,,ungediingt". Abb. 2. Méhren mit ,.NPK*“. 


Die Mohren wurden Mitte Januar 1938 geliefert, in Erde ein- 
geschlagen und sogleich in den Versuch genommen und die notwendigen 
Untersuchungen bis Februar 1939 beendet. Nach den Ergebnissen 
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des ersten Versuchs war zu erwarten, da} die wirksame Dosis bei 20 
oder 15 mg frischen Mohren liegen miiBte. Deswegen wurden nur diese 
beiden Dosen in dem im iibrigen gleich wie oben beschriebenen Ratten- 
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Abb. 3. Mohren ,,Stalldiinger‘‘. Abb. 4. Mohren ,,Stalldiinger + NPK*. 


versuch gepriift. Uber die Ergebnisse berichtet Tabelle IL und weiter 
geben die Abb. 1 bis 4 die als Versuchsprotokolle anzusehenden Wachs- 
tumskurven der Ratten wieder. 
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Wie aus der Tabelle [Il und den Kurvenbildern | bis 4 zu entnehn 
ist, waren die ersten drei Diingungsproben (ungediingt, N PK. st 
diinger) mit 20mg gerade geniigend, um die Bedingungen unse: 
Methode zu erfiillen. Die Zugabe von 15 mg hingegen war in dies: 
drei Fallen ungeniigend, da sie weniger als 8 bis 10 Tiere von Kerat« 
malacie befreite bzw. am Leben erhielt. Von der vierten M6hrensort, 
welche Stalldiinger und mineralische NPK-Diingung erhalten hatt 
genugten aber 20 mg taglich nicht, um Schutz zu erreichen. Die wirksan 


Dosis muB hier etwas héher als 20 mg angenommen werden, doch is: 


sicher, daB schon eine ganz geringe Erhéhung der Dosis um wenix: 
Milligramm geniigt haben wiirde, um ein positives Ergebnis zu erziele: 
Dies kann man aus der Kurventafel Nr. 4 sehen, diese zeigt namlich, da 
die 7 geniigenden Tiere mit nur 2 Ausnahmen sehr rasch nach Begin: 
der Zulage von Keratomalacie geheilt worden waren, und daB von de: 
3 gestorbenen Tieren eins erst am 32. Tage, also kurz vor Versuchsschlu|) 


verendete. Ein anderes war, wie der Sektionsbefund ergab, an einer 
Diplococcensepsis zugrunde gegangen, welche vermutlich exogenen 


Ursprungs war und sich in diesem Falle ungiinstig auf das Versuchs 
ergebnis auswirkte. Nach diesen Uberlegungen ware es sogar méglic! 
gewesen, da bei Wiederholung des Versuchs 20 mg geniigt hatten 
Da in der ersten Gruppe (ungediingt) der Versuch mit 15 mg Zulay: 
ebenfalls mit 7 Tieren nahezu geniigt hatte, mu kurz hierzu Stellung 
genommen werden. Die Betrachtung der entsprechenden Kurventafel Nr. | 
zeigt in diesem Falle, daB die 3 gestorbenen Versuchstiere schon in der 
ersten Halfte des Hauptversuchs verendet sind, und da8 saimtliche Tier 
sehr lange zur Heilung der Keratomalacie brauchten. Meistens konnte ers! 
wenige Tage vor SchluB des Versuchs vollige Heilung festgestellt werden 
Der Verlauf dieses Versuchs ist somit so, daB die Zulagemenge mit gr6éBte! 
Wahrscheinlichkeit als nicht ganz geniigend betrachtet werden mul). 


Dritter Versuch, Herbst 1938. 


Um in die zur Er6érterung stehenden Fragen noch klareren Einblick 
zu gewinnen, wurde schlieBlich in einem dritten Versuch eine Priifung 
von verschieden gediingten Méhren aus der Herbsternte 1938 vor- 
genommen. Diese Méhren stammten aus den Versuchsfeldern des 
Instituts fiir Gemiisebau der Versuchs- und Forschungsanstalt fiir 
Gartenbau Berlin-Dahlem zu GroBbeeren (Kreis Teltow) und hatten 
dort zwei verschiedene Diingungen erhalten, und zwar: 


l. Stalldiinger (und zwar 600 dz/ha verrotteter Stallmist), 
2. Stalldiinger + NPK (600 dz ha verrotteter Stallmist und 


80 kg/ha N als Leunasalpeter, 120 kg ha K,O als Kali- 
magnesia, 80 kg/ha P,O; als Rhenaniaphosphat. 
Die Moéhren wurden im Herbst laufend, und zwar alle 8 bis 10 Tage. 
geliefert, in Erde eingeschlagen und sofort in den Versuch genommen. 
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Da simtliche Versuche gleichzeitig angesetzt werden konnten, lief der 
Hauptversuch vom 15. November 1938 bis etwa 20. Dezember 193s. 

Aus Raumersparnisgriinden soll auf die Wiedergabe der Wachstums- 
kurven bei diesem Versuch verzichtet werden und die Diskussion der 
Ergebnisse sich lediglich auf die Tabelle LILI stiitzen. 


Tabelle ITl. 





Ergebnis 


Diingungsart hago Pre ungeniigend durch 
geniigend i ceatiy. aca 
malacie . 
, ss | 20 10 8 l l 
Sté GAPE ie = 
talldiinge 15 10 r 5 | 
m ae 20 10 8 l I 
Ste yer+NPK... i . 
Stalldiinger + NPK 15 10 8 1 , 


Man sieht aus der Tabelle ILI, daB die Ergebnisse dieses Versuchs 
im allgemeinen mit den friiher erhaltenen tibereinstimmen. Die Diin- 
gungsprobe, welche nur Stalldiinger erhalten hatte, geniigte wiederum, 
wie beim fritheren Versuch mit 20 mg, zur Erfiillung der Versuchs- 
bedingungen, wahrend die Tageszulage von 15 mg ungeniigend war. 
Sie hatte also genau das gleiche Ergebnis wie die ebenso gediingten 
Moéhren des Versuchs aus dem Jahre 1937. Die Méhren, welche mit 
Stalldiinger + NPK gediingt worden waren, erwiesen sich als noch 
etwas wirksamer, da hier nicht nur 20 mg, sondern sogar 15 mg die 
Versuchsbedingungen erfiillten. Sie stehen also in einem gewissen 
Widerspruch zu der gleichgediingten Moéhrenprobe des Versuchs 1937, 
bei welchem 20 mg nicht ganz geniigten, 15 mg aber ungeniigend waren. 


Diskussion der drei Versuche. 

In den mitgeteilten drei Versuchen kamen Moéhrenproben, welche 
aus drei verschiedenen Jahren stammten und an drei verschiedenen 
Stellen angebaut worden waren, zur Untersuchung. Jede der Méhren- 
proben hatte verschiedene Diingung erhalten, so da insgesamt zehn 
verschieden gediingte Proben verglichen werden konnten. Es stellte 
sich als, wie uns scheint, sehr bemerkenswertes Ergebnis heraus, dai} 
trotz dieser groben Unterschiede die untersuchten Moéhren in ihrer 
Vitamin A-Wirkung praktisch iibereinstimmen. Driickt man die 
Wirkung in internationalen Vitamin A-Einheiten aus, so ergeben sich 
die Werte der Tabelle IV. 

Diese Ergebnisse weisen eine geradezu erstaunliche Gleichmabigkeit 
und Ubereinstimmung auf und dies ist um so auffilliger, als nach den 
Angaben der Literatur die Vitamingehalte natiirlicher Produkte grobe 
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Tabelle IV. 





In 100 g sind enthalt« 
Erntejahr und Herkunft Diingungsart internationale Einheit« 
Vitamin A 


Torfmull + NP mehr als 8000 
00 oT trike ' re +NPK ge O00 
1936, Lichterfelde ...... | Stalldiinger ts », 8000 
9 +NPK ne » 8000 
| Ungediingt 10 000 
pie eens NPK 10 000 
1937, Weihenstephan ... | Stalldénger 10 000 
| ¥ + NPK — etwas weniger als 10 (0) 
‘ . ; | Stalldiinger 10 000 
1938, GroBbeeren ...... vi 4 NPK shail halk tin On 


Schwankungen aufweisen sollen. Nach unseren wiedergegebene 
dreijahrigen Versuchen mit zehn verschiedenen Méhrenproben ist dies 
durchaus nicht der Fall und wir glauben auf Grund derselben annehmen 
zu kénnen, daB jene nach der Literatur allgemein angenommenen 
groBen Schwankungen tatsachlich nicht bestehen, sondern vielmeh: 
methodisch oder durch andere Ursachen bedingt sind. Z. B. kénnen 
Unterschiede darauf beruhen, daB an verschiedenen Laboratorie1 
untersuchte Pflanzen zwar denselben Namen tragen, aber im Grunde 
genommen etwas ganz Verschiedenes und damit nicht vergleichba: 
sind. Wir sind ferner auch der Meinung, da die in unseren Versuchen 
gefundenen geringen Schwankungen zufalliger Natur sind, und daB si: 
nicht auf verschiedenen Diingungsarten, Standortseinfliissen oder der- 
gleichen mehr beruhen. Hierfiir sprechen auch die Ergebnisse der mit 
Stalldiinger + NPK gediingten Proben aus den Jahren 1937 und 193s 
die sich gerade widersprechen. Es soll damit nicht bestritten werden 
da Schwankungen iiberhaupt vorkommen, diese kénnen aber, wie 
unsere Versuche beweisen, nur sehr geringfiigig sein, so daB man von 
einer praktischen Konstanz des Gehalts sprechen kann. Die Versuchis 
ergebnisse beweisen weiter, daB etwaige Beeinflussungen der Vitamin \ 
Wirkung durch Diingung, Standort und sonstige Vegetationsbedingunge) 
nur sehr gering sein kénnen, da sie in die Grenzen der normalen Schwan- 
kungen fallen und die durchschnittliche Vitaminwirkung nicht ent- 
scheidend zu verandern vermégen. Diese Feststellung ist auch deshal! 
von grober Bedeutung, weil sie zeigt, daB die Berechnung der Vitamin 
produktion seitens einer P flanzenart durchaus méglich ist. -Wiirden solche 
Schwankungen, wie sie nach der Literatur zunachst angenommen 
werden muBten, tatsichlich vorhanden sein, so ware eine solche Be- 
rechnung nur mit Hilfe ganz grober Annaherungswerte méglich. Nacl 
unseren Feststellungen kann aber im Gegenteil die Vitaminwirkung 
auch groBer Mengen von Méhren mit weitgehender Genauigkeit zahlen- 
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mabig festgelegt werden. Nach den vorliegenden Untersuchungen ist 
dies zunachst fiir Daucus carota giiltig. In einer spateren Abhandlung 
soll aber der Nachweis gefiihrt werden, daB dies auch fiir die Vitamin A- 
Wirkung anderer Gemiisearten gilt. 


Untersuchungen mit der chemischen Methode. 


Die lange Dauer und die sonstigen Schwierigkeiten, welche die 
Durchfithrung von Tierversuchen zwecks Ermittlung der Vitamin- 
wirkungen mit sich bringen, hat schon seit langem den Wunsch nach 
schnell arbeitenden chemischen oder physikalischen Methoden auf- 
kommen lassen. Bisher haben aber alle diese Bestrebungen nur in 
einigen Sonderfallen zu wirklich brauchbaren Methoden gefiihrt. Dies 
vilt, wie wir hier besonders betonen mochten, fiir alle Vitaminmethoden 
dieser Art: und nach dem gegenwartigen Stand der Erfahrungen kann 
man wohl sagen, da} nur fiir Vitamin A in bestimmten Fetten und 
Olen und fiir dieses Vitamin und alle anderen Vitamine auch die Be- 
stimmungen in reinen Lésungen mit chemischen und physikalischen 
Methoden mit einer gewissen Sicherheit erfolgreich angewendet werden 
kénnen. 

Im vorliegenden Falle der Untersuchung der Vitamin A-Wirkung 
von Vegetabilien und insbesondere der Méhren wiirde zu priifen sein, 
ob die Carotinbestimmung zum Ersatz des Tierversuchs geeignet ist. 
Dabei ist zunachst zu bedenken, daB es keinesfalls zulassig ware, etwa 
die gelbroten Lipochrome lediglich zu extrahieren und dann einen 
Carotinwert mit Hilfe kolorimetrischer Methoden zu ermitteln. Es 
liegt namlich ein Carotinoidgemisch vor und wir wissen nicht, was fiir 
Carotinoide neben #-Carotin noch darin enthalten sind. Zweifellos 
wiirden darunter solche sein, die tiberhaupt keine Vitamin A-Wirkung 
austiben, so da also nur imaginare Werte erhalten werden kénnten. 
Es ist also zu fordern, daB mit Hilfe der chromatographischen Methode 
B-Carotin isoliert und als solches bestimmt wird. Man kann aber von 
vornherein annehmen, daf hiermit noch keineswegs die Vitamin A- 
Wirkung voll erfaBt ist, es kOnnen ja neben dem #-Carotin noch andere 
in Vitamin A umwandelbare Carotinoide (die isomeren Carotine, Krypto- 
xanthin) vorhanden sein. Weiter aber wissen wir nichts tiber die Aus- 
nutzung der Carotine im Darmkanal der Ratten, die aus verdauungs- 
physiologischen Griinden bei jeder Gemiiseart etwas anders sein wird 
und iiberhaupt in gewissen Grenzen schwanken diirfte. 

Um festzustellen, inwieweit die Carotinbestimmung mit dem Tier- 
versuch tibereinstimmt, wurden nunmehr #-Carotinbestimmungen in 
den untersuchten Méhrenproben durchgefiihrt. Hierbei war das 
methodische Vorgehen jenem Verfahren angepabt, das soeben von dem 
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einen von uns (K.-H. Wagner) ausfiithrlich a.a.O.! veréffentlicht 
worden ist, und es wurde wie folgt vorgegangen. 


5g Mohren wurden feinst zerrieben und mit 60 bis 70cem 2n KOH 
im RiiekfluBkiihler und im Stickstoffstrom 30 Minuten verseift. An 
schlieBend wurde nach dem Abkiihlen im Stickstoffstrom mit peroxydtreien 
Ather erschépfend extrahiert und die Atherlésung durch Schiitteln mit 
destilliertem Wasser von Seifen und anderen wasserléslichen Bestandteile) 
befreit. Darauf wurde iiber Na,SO, unter Absaugen im Gooch-Tiege 
getrocknet und nunmehr der Ather bei geringem Vakuum abdestilliert 
Der Riickstand wurde im CO,-Strom vollstandig abgekiihlt und mit ge 
ringen Mengen Benzin aufgenommen. Diese Lésung wurde chromato 
graphiert und das /-Carotin isoliert. Das $-Carotin wurde dann in Ather 
losung im Pulfrich-Photometer kolorimetrisch bestimmt. Eine Eichkury: 
von /-Carotin diente als Vergleich. 


Zur Untersuchung gelangten die Méhren des oben mitgeteilten 
zweiten Versuchs aus der Ernte 1937 und die des dritten Versuchs der 
Ernte 1938. Es ergaben sich dabei folgende Werte: 


Tabelle V. 





In 1 g frischer Méhren wurden gefunden als 3-Carotin 
lag der Untersuchung — Stalld 
: , : Stalldiinger 
> > Sts > : 
1938 ungediingt NPK Stalldiinger LNPK 


Méhren aus Weihenstephan 1937. 


So 44,7 y 46,3 y 47 50,1 + 

BOs. «aks 48,8 > 49,9 y 49 + 48,3 

Sy dike 43,5 > 48,1 5 51; 47,9 ; 

T. s 46,9 y 47,3 > . 48,9 49.5 

1G. <i. 48,8 ; 44,5 » 42,3 } 

BRIGGOIWOTUE ois esses 46> 48,1 > 48,1 » 47,6 ; 
Internat. Einh. Vitamin A 

EN sori caninsikh tax 7670 8020 8020 7930 


Mohren aus GroBbeeren 1938. 


20. XI. 48,1; 52,5 ; 
28. XI. 49,5 » 53,8 ; 
20, ALL. 47,3 7 54,2 » 
Mittelwerte ............ _ 48,3 y 53,5 5 


Internat. Einh. Vitamin A 
8! a ere enmee 8050 8920 


Wie aus der Tabelle V zu ersehen ist, wurden die einzelnen Proben 
mehrfach nach der oben angegebenen Methode untersucht, wobei sich 
Schwankungen ergaben, die aber nicht als betrachtlich angesehen 
werden kénnen. Abgesehen von den Fehlerquellen der Methode, dic 


' K.-H. Wagner, Vitamin A und 8-Carotin des Finn-, Blau- und Sperm 
wals. Leipzig, Joh. Ambrosius Barth, 1939. 
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an sich nicht sehr erheblich sind, werden sie darauf zurtickzufiihren sein, 
da’ beim Herausschneiden von 5g Méhren naturgemaib verschiedene 
Teile getroffen wurden. Die Verteilung des Carotins in einer Mohre ist, 
wie man sich schon durch den Augenschein tiberzeugen kann, nicht ganz 
gleichmaBig. Im iibrigen lassen die Ergebnisse beim Versuch mit den 
Mohren aus Weihenstephan regelmabige Unterschiede, die auf Herkunft 
oder auch auf die angegebene Diingungsweise zuriickgefiihrt werden 
kénnten, nicht erkennen. Die Schwankungen der Mittelwerte sind auch 
recht geringfiigig. Bei den Mohren aus Grobbeeren hingegen wurde in 
den mit Stalldiinger — NPK gediingten Moéhren durchweg etwas mehr 
p-Carotin gefunden, Dies wiirde im iibrigen mit dem Ergebnis des 
Tierversuchs, bei dem auch diese Méhren etwas besser wirkten, iiberein- 
stimmen. Im iibrigen ist der Unterschied aber auch nicht sehr erheblich. 

Rechnet man nun, um zu einem Vergleich mit Tabelle IV zu 
kommen, die gefundenen #-Carotinwerte in internationale Einheiten 
um, wobei entsprechend der mabgeblichen Definition eine internationale 
Einheit einer Vitamin A-Wirkung von 0,6 §-Carotin entspricht, so 
kommt man zu den in der Tabelle V unter den Mittelwerten angegebenen 
Zahlen. Sie bleiben, wie man sieht, durchweg unter den Werten, welche 
im Tierversuch erhalten wurden, um ungefahr 20°, zuriick, bestatigen 
aber im tibrigen die oben gezogenen Schliisse. Es scheint uns hierdurch 
der Beweis erbracht zu sein, daB im Falle der Méhren die £-Carotin- 
bestimmungsmethode nicht geniigt, um den Tierversuch zu ersetzen 
und richtige, die Vitamin A-Wirkung charakterisierende Werte zu 
geben. Es mu} aus den Werten vielmehr geschlossen werden, dab, 
abgesehen von #-Carotin, noch andere Carotinoide mit Vitamin A- 
Wirksamkeit in der Méhre enthalten sind; dieser Anteil kann gar nicht 
einmal unbetrachtlich sein, da die in der Mohre enthaltenen Vitamin A- 
wirksamen Lipochrome keinesfalls im Rattenorganismus zu 100°) aus- 
genutzt und in Vitamin A umgewandelt werden. Diese Feststellung 
erscheint uns sehr wichtig, weil hierdurch die Unenthehrlichkeit des Tier- 
versuchs und die Ungeeignetheit der B-Carotinbestimmung zur Erfassung 


der biologisch wirksamen Vitaminmengen dargetan wird. 


Zusammenfassung. 

1. An zehn verschiedenen Proben von Modhren (Daucus carota), 
die aus den Ernten dreier verschiedener Jahre stammten, verschieden 
gediingt worden und in jedem Jahre aus einer anderen Gegend bezogen 
waren, wurde im Tierversuch die Vitamin A-Wirkung ausgewertet und 
in internationalen Einheiten ausgedriickt. Es stellte sich eine sehr 
grobe GleichmaBigkeit der Vitamin A-Wirkung heraus, sie lag nahezu 
regelmaBig bei OOOO i. KE. Vitamin A in 100g frischen Méhren. Ein- 
fliisse der Diingung lieBen sich nicht erkennen und ebensowenig waren 
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Unterschiede nach der Herkunft oder dem Erntejahr_ festzustelle; 


Wenn Unterschiede vorkommen, so sind sie so gering, daB sie in dj 


Grenzen der bei solchen Versuchen gegebenen Schwankungen falle) 
2. f-Carotinbestimmungen zeigten ebenfalls weitgehende Uberein 

so) 5 5 
stimmung bei simtlichen Proben. Auf internationale Einheiten 


gerechnet ergaben sich aber stets um etwa 20° niedrigere Werte a) 


mit dem Tierversuch ermittelt worden waren. Es miissen also noc 
andere Vitamin A-wirksame Carotinoide in den Moéhren zugegen sei 
und die Bestimmung von #-Carotin allein ergibt somit keinen zuver 
lassigen Anhalt fiir die tatsachlich vorhandene Vitamin A-Wirkung 


3. Es wird darauf hingewiesen, daB die entgegen den Angaben de; 


Literatur hier festgestellte sehr grobe GleichmaBigkeit der Vitamin 4 


Wirkung voraussichtlich auch fiir andere Gemiise zutrifft. Der stet. 
nahezu gleichbleibende Gehalt erméglicht es, zuverlassige Berechnungen 


itber die Vitamin A-Produktion seitens solcher Gemiisepflanzen vor 
zunehmen. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung des Reichsminister- 


fiir Ernahrung und Landwirtschaft und des Forschungsdienstes dure! 
gefiihrt. 

Fiir die freundliche Uberlassung des Untersuchungsmaterials danke 
wir den Herren Dr. Alten von der Landwirtschaftlichen Versuchsstation des 
Deutschen Kalisyndikats, Berlin-Lichterfelde, Dr. Vogel von der Staatliche: 
Lehr- und Forschungsanstalt fiir Gartenbau in Weihenstephan und de: 
Herren Dr. Reinhold und Dr. Schuphan vom Institut fiir Gemiisebau it 
GroBbeeren verbindlichst. 
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Die Struktur der  kristallinen Aggregate” 
4 , . 4 - e M4 " 
des Tabakmosaikvirusproteins. 
Von 
Gi. A. Kausehe und H. Ruska. 

Aus der Dienststelle fiir Virusforschung der Biologischen Reichsanstalt 
fir Land- und Forstwirtschaft und dem Laboratorium fiir Elektronenoptik 
der Siemens & Halske A.-G.) 

(Eingegangen am 14. September 1939.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


1. Fragestellung. 

Die bisherigen Ergebnisse der Isolierung und Reindarstellung der 
phytopathogenen Virusarten haben gezeigt, dab das biologisch aktive 
Prinzip an einen ammonsulfatfallbaren EiweiBkérper von Nucleo- 
proteincharakter gebunden ist. Dieser zuerst von Stanley (1934-36) (21) 
erhobene Befund ist inzwischen von anderen Autoren, so von Bawden 
und Pirie (1936-37) (1) und von Pfankuch und Kausche (1938) (15) 
bestatigt worden. Es gelingt nach allen bisher gemachten Erfahrungen 
nicht, das pathogene Prinzip mit chemischen oder physikalischen 
Mitteln von seinem ,,Tragerprotein™ zu trennen und allein zur Wirkung 
zu bringen, so daB manche Autoren (Stanley, 1939) der Ansicht sind, 
daB das fallbare Protein das Virus, d.h. also das biologisch aktive 
Prinzip selbst ist. 

Die Molekiile des Tabakmosaikvirusproteins (TM.-Virus) sind 
langgestreckte Stabchen mit einem Achsenverhaltnis von etwa 1: 22, 
dem wir auf Grund der réntgenographischen Vermessungen von Bernal 
und Fankuchen (1937) (2) sowie unserer tibermikroskopischen! <Auf- 
nahmen [Kausche, Pfankuch und H. Ruska, 1939 (11)| und viskosi- 
metrischen Messungen absolute Mabe? von etwa 15 my fiir die kleine 
und 330 my. fiir die lange Achse zuerkennen miissen. Bei einem spezifi- 
schen Gewicht von 1,35, einer Diffusionskonstanten von 3 - 10~-5 und 
einer Sedimentationskonstanten von 174-10~-13 kame diesen Koérpern 
nach den mittelbaren Bestimmungsmethoden Molekulargewichte von 
etwa 50 Millionen zu. Die von uns (1939) (11) ver6éffentlichten iiber- 
mikroskopischen Aufnahmen enthalten zum Teil stabchenférmige 


1 Uber den Bau und die Entwicklung des Chermikroskops vgl. E. Ruska 
(19384) (17) und B.v. Borries u. FE. Ruska (1938 u. 1939) (3, 6, 7). 
* Eine ausfiihrliche Diskussion des gesamten Fragenkomplexes werden 
wir an Hand neuerer Untersuchungen gemeinsam mit E. Pfankuch ver- 
6ffent lichen. 











G. A. Kausche u. H. Ruska: 
Gebilde, deren Dimensionen in demjenigen Bereich liegen, der «uf 
Grund der indirekten MeBergebnisse als molekular angesehen werde; 
mu, 

Wir konnten die bisher hypothetische und nur mittels indirekter 
Methoden nachgewiesene Aggregation der TM.-Virusmolekiile zy 
gréBeren Einheiten im CUbermikroskop durch Auftrocknung von Virus. 
lésungen auf Amvylacetat-Kollodium Folien direkt sichtbar machen 
Die Aggregation lie sich als eine zunachst in linearer Verkettung 
und dann in seitlicher Aneinanderlagerung bestehende Reaktion kenn. 
zeichnen, die sich kontinuierlich fortsetzen kann bis zur Bildung von 
lichtmikroskopisch und weiter makroskopisch sichtbaren ,,Kristallen 

An diesen Befund haben wir mit neueren Untersuchungen ange 
kniipft, um mit Hilfe der Cbermikroskopie auch den Aufbau dieser 
..Kristalle’’ aus ihren molekularen Bausteinen zu klaren. Die Suspen.- 
sionen von ammonsulfatgefalltem Virus stellen daher geeignete hetero 
disperse Systeme dar, in denen molekular dimensionierte Kérper und 
auch ,.kristalline’’ Aggregate von allen méglichen AusmaBen_ vor- 
kommen. Wir hoffen, mit dieser Untersuchung einen Beitrag zu dem 
Problem der kristallahnlichen Anordnung der Molekiile zu Aggregat- 
formen zu liefern, die man in der R6ntgenometrie als .,héhere Orien- 
tierung’ bezeichnet hat!. Zugleich soll damit eine Erweiterung einer 
Strukturanalyse, wie sie fiir das Fibrin und seinen micellaren Baustein 
von (. Wolpers und H. Ruska (1939) (24) durchgefiihrt wurde, bis zum 
molekularen Element erfolgen. 


2. Material und Methoden. 


Das Verfahren zur Isolierung und Reindarstellung von TM.-Virus 
protein ist verschiedentlich beschrieben worden (Stanley, 1938, und die 
dort zitierte Literatur). Wir bevorzugen die Chloroformmethode [P jan- 
kuch und Kausche, 1938 (15)]. weil wir damit gleichmabigere Praparate 
als mit dem Einfrieren erhielten. Die Herstellung der ..Kristalle’ ist 
von dem einen von uns [Kausche, 1939 (12)| ebenfalls schon beschrieben 
worden: Aus hochgereinigten und konzentrierten L6sungen wird mit 
steigendem Ammonsulfatzusatz das TM.-Protein ausgefallt. Groéli 
und Form der .,Kristalle’’ hangen vom Ammonsulfatgehalt in cer 
Lésung und der Viruskonzentration ab, so daB man sich leicht gréBer 
und kleinere Aggregate herstellen kann. Die Vorgange lassen sich im 
lichtoptischen Dunkelfeld verfolgen. 

Einzelheiten iiber die iibermikroskopische Untersuchungstechnik 
sind kiirzlich von H. Ruska (1939) (18) zusammengestellt worden und 


Héchste Orientierung Kristallbildung. 
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wurden sinngema fiir diese Untersuchungen verwendet. Mit sterilen 
Platinésen wurden kleine Tropfen der Virus,,kristallsuspensionen auf 
die als Objekttrager dienenden Zaponlackfilme der Tragerblenden des 
(bermikroskops aufgetragen und die iiberschiissige Fliissigkeitsmenge 
von der Seite her abgesaugt. Sodann wurde direkt im Ubermikroskop 
untersucht. Hinsichtlich der Eigenschaften der itibermikroskopischen 
Abbildung und der Fragen des optischen Auflésungsvermégens sei auf 
die Arbeiten von &.v. Borries und FE. Ruska (1939) (4.5) verwiesen. 


3. Die Abbildungen. 


Abb. 1 zeigt im lichtoptischen Dunkelfeld die heterogene Zu- 
sammensetzung einer Virus,,kristall“suspension. Es kommen in ihr 
Einzelteilchen verschiedener Lange und Breite sowie kleinere und 





Abb. 1. Ammonsulfatgefilltes Tabakmosaikvirusprotein im lichtoptischen Dunkelfeld 
(Feuchtpriiparat). 
Wiedergabe 1350: 1 (lichtmikroskopiseh 450: 1) 


groBere Aggregate vor. Lhre scheinbare Form und Zusammensetzung 
haben Thornberry und Mc Kinney (1939) (22) idealisiert auf 5000: | 
vergroBert wiedergegeben. (Abb. 2) Sowohl die Teilchen in Abb. | 
als auch die Figuren unter B und J) in Abb. 2 entsprechen iibermole- 
kularen Aggregationen, deren tatsachliche Strukturen von uns in 
den nachfolgenden Abb. 3 bis 9 dargestellt worden sind. Sie scheinen 
uns fiir den tibermolekularen Aufbau des TM.-Virusproteins im Sinne 
der , héheren Orientierung** der Réntgenometrie aufschluBreich zu sein. 
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Nahezu alle abgebildeten .,Kristalle’’ des TM.-Virus zeigen die 


Form von sehr langgestreckten Spindeln mit oft unscharf ausgebildeten 
haufig aber auch scharf auslaufenden 
Spitzen. Daneben kommen Gebilde yon 
breiter Form ohne ausgepragte Spitze 
vor. Die Spindeln liegen durchaus nicht 
immer als scharf umrissene Einzelkérper 





A » Lb 


Abb.2. ,,Kristalle‘’ von Tabakmosaik- Abb. 3. Ammonsulfatgefilltes Tabakmosaikvirus 
Virusprotein idealisiert gezeichnet nach protein im Ubermikroskop. 
F einer Mikrophotographie. Mabstab elektronenoptisch 1: 16000. 


Mabstab 5000: 1, von Thornberry und 
Mc Kinney. 


| 





Abb. 4. Tabakmosaikvirusprotein (wie Abb. 3). 
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vor, sie kénnen sich verzweigen, verdoppeln oder geriistartige Netz- 
werke bilden, bei denen die terminalen und die lateralen Konturen 
schlecht entwickelt, d.h. auf 
gesplittert und ,,zerfranst FF 
sein ké6nnen. Im Gegensatz 
zu den gut ausgebildeten 





pyramidenférmigen oder 
prismatischen Kristallen des 1h 
Hamoglobins, Pepsins oder. ; 





Insulins zeigen die gefallten 
Nadeln des TM.-Proteins 
Merkmale einer in quan- 
titativer Hinsicht zufalligen 
Aggregation, deren Ausmabe 
offenbar von auberen Ver- 
haltnissen bestimmt werden 
(siehe Abbildungen 3-9). 





Wie Kratky und Mark 
(1938) (13) nach der Dar- 
stellung der Untersuchungen 
von Bernal und Fankuchen 
(1936-37) (2) bemerken, ist 
das TM.-Virus anscheinend 
nicht befahigt, Kristalle im 
strengen Sinne zu_ bilden, 


Abb. 5. Tabakmosaikvirusprotein (wie Abb. 3) 


sondern nur eine’ einem 
fliissigen Kristall** — ent- 
sprechende innere Ordnung 
aufzubauen. Die Autoren 
meinen zwar trotzdem, dah 
man die Bezeichnung Kri- 
stall im strengen Sinne fiir 
diesen Aggregatzustand des 
Virus beibehalten  kénne, 
es seien aber die einzelnen 
Kristallchen mit den Mole- 
kiilen identisch, weil diese ein gutes intramolekulares Réntgen- 
spektrum lieferten. Wir werden hierauf noch zuriickkommen. 





Abb. 6 Tabakmosaikvirusprotein (wie Abb. 3) 


Abb. 3 zeigt ein Aggregat, das ziemlich schmal und gabelférmig 
geteilt ist. (Gerade an der Gabel wird es zufallig von einer anderen 
Nadel iiberkreuzt.) Es sind streifenartige Langsstrukturen sichtbar, 
deren Breiten sich mit denjenigen der frei im Gesichtsfeld  isoliert 
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liegenden stabchenférmigen Gebilde annaihernd decken. Im einzelney 
sind bei der Abbildung mehrschichtig parallel iibereinanderliegender 
Fasern, Micelle oder 
Molekiile im Ubermikro.- 
skop beziiglich der Bilcd 
deutung noch Besonder- 
heiten zu beriicksich. 
tigen, die von dem einen 
von uns an-_=anderer 
Stelle erértert wurden 
[|H. Ruska, 1939 (19)| 
Abb. 4 zeigt links 
im  Gesichtsfeld — die 
Spitzenpartie einer Pro- 
teinnadel, bei der im 
mittleren Abschnitt 
die kompakte streifige 
Struktur, am Ende aber 
eine stark aufgelockerte, 
Abb. 7. Tabakmosaikvirusprotein (wie Abb. 3). . ; F 
faserige Masse aus ein- 
zelnen Stabchen. sicht 
bar geworden ist. Die 
groBe im Bild liegende 
Nadel weist ebenfalls 
deutliche Streifenstruk- 
turen auf, die besonders 
darum interessant sind, 
weil an zwei Stellen 
gegen das obere Ende 
zu der Verlauf quer zur 
Nadel liegender Agere 
gate mit der gleichen 
Struktur deutlich zu 
sehen ist. 

Kinen sehr giin 
stigen Einblick in den 
Feinaufbau der Protein 


Abb. 8. Tabakmosaikvirusprotein (wie Abb, 3) 


aggregate gewahren die Abb. 5 und 6, die demselben Praparat und 


Gesichtsfeld entstammen. Vergleicht man die einzeln liegenden Gebilde 
mit der Langsstruktur der Nadeln, dann wird hier klar, daB die letzteren 
aus diesen Einheiten aufgebaut und in paralleler Lagerung zusammen 
gesetzt sein miissen. Es fallt auch bei dieser Abbildung auf, daB die 
Spitzen der Aggregate wesentlich lockerer gepackt sind als die Mitte! 
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partien, Bei den beiden unteren Nadeln laBt sich erkennen, dab die 


wenig scharfe Konturierung ebenfalls von einer lockeren Packung der 
Strukturelemente herrihrt. 

Die Abb. 7 und 8 zeigen ein Gemisch von kleinsten Elementar- 
einheiten, sehr feinen Nadeln und gréBeren Aggregaten. Auch fiir diese 
beiden Bilder gilt das schon Gesagte: streifige Faserstruktur, unter- 
schiedlich dichte Packung, Aufbau aus den gleichen Strukturelementen 
und unvollkommene Ausbildung der Spitzen. 


Abb. 9. Tabakmosaikvirusprotein (wie Abb. 3). 


Die Abb. 9 laBt erkennen, wie wenig einheitlich die als ,,Kristalle* 
bezeichneten Proteinaggregate des TM.-Virus der auBeren Form nach 
sein kénnen, wahrend ihr innerer Aufbau prinzipiell derselbe ist. An 
den mit Pfeilen markierten Stellen des Bildes sieht man, daf die senk- 
recht zur Langsachse verlaufenden Briiche durch einzelne Stabchen 
zusammengehalten werden. GréBenmabig haben diese Stabchen einen 
erkennbaren Zusammenhang mit der Breite der einzeln im Gesichtsfeld 
liegenden kleinsten Gebilde. 


4. Besprechung der Ergebnisse. 

Beim Vergleich der iibermikroskopischen Aufnahmen mit den 
lichtoptischen Darstellungen von Thornberry und Me Kinney (1939) (22) 
wird ersichtlich, daB die lichtoptisch homogen erscheinenden ,, Kristalle* 
des gefallten TM.-Virusproteins elektronenoptisch keineswegs homogen 
sind. Sie sind vielmehr aufgebaut von in der Langsachse orientierten 
kleineren Einheiten und geben dem ganzen Aggregat somit die von 
Bernal und Fankuchen (1937) (2) am Trockengel des Virus réntgeno- 
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graphisch nachgewiesene Faserstruktur. Nach den bisherigen  Er- 
fahrungen miissen die in unseren Abbildungen frei und einzeln vor. 
kommenden kleinsten Einheiten gréBenordnungsmabig als im mole. 
kularen Bereich liegend angesehen werden. Die ,,Kristallnadeln** des 
gefallten Tabakmosaikvirusproteins stellen eine der Formen der 7 
iibermolekularen Aggregaten geordneten Molekiile dar. Die andey 
Form ist die von wohlausgebildeten Hexaedern, welche im natiirlichen 
Zustande in den Trichomen viruskranker Pflanzen nachgewiesen 
werden konnte [/wanowski, 1903 (10), Purdy- Beale, 1937 (16), Kauschy 
1939 (12)| und in vitro aus hochkonzentrierten Lésungen [AKausche. 
1939 (12)| dargestellt wurde. 

Problematisch bleibt bei den Abbildungen noch die Lange der die 
Nadeln zusammensetzenden Grundeinheiten. Da schon einzelliegende 
Lingsaggregate der Molekiile die StoBstellen der Einzelmolekiile nicht 
erkennen lassen, konnte man, selbst falls Kristallgitter vorliegen sollten, 
nicht erwarten, Schichtebenen zu sehen. Man sieht aber an einzelnen 
Nadeln (Abb. 5 und 6) Unterbrechungen in den langsaggregierten 
Faden, deren unregelmabige Lage darauf hinweist, das Schichtebenen 
fehlen, dagegen scheinen die Molekiile Kettengitter zu bilden. Das 
Vorhandensein eines molekiilgitterartigen Aufbaues scheint also nach 
allen vorliegenden Aufnahmen und insbesondere auch nach der Struktur 
der Nadelspitzen ausgeschlossen zu sein. Alle Bilder zeigen, dafs die 
Langen der Strukturelemente nach den Spitzen der Nadeln hin kiirzer 
und unregelmaBiger werden. Es ist sehr wahrscheinlich, daB die Mole- 
kiile bei ihrer ausgesprochenen Tendenz zur linearen Aggregatbildung 
Stabchen von sehr unterschiedlicher Lange zu bilden vermégen, so dai} 
bei kompakter Lagerung die Molekiilendpunkte nicht regelmaBig liegen. 
Damit wiirde bei einem gegebenen Molekulargewicht der fiir die Molekiil- 
lange zulassige Grenzwert iiberschritten werden, so dab mangels mole 
kularer Perioden die Langsaggregate in den Fasern nicht mehr mit den 
frei und einzeln liegenden, oder den in Lésung befindlichen Molekiilen 
identisch waren}. 

Von englischer Seite | Bawden und Pirie, 1937 (1)| sind diese nadel- 
artigen Gebilde auch als fliissige Kristalle bezeichnet worden, also als 
eine Zustandsform, in der die Fadenmolekiile zwar gegeneinander 


beweglich sind, ihre achsenparallele Lage aber beibehalten. Diese von 
Friedel (1922) (9) als Mesophase oder von Vorldnder (1936) (23) als 
kristallin-fliissig bezeichnete Zustandsform kénnte sinngemaB auch 
auf die Proteinnadeln angewandt werden, weil infolge des Fehlens det 


' Beziiglich der Entstehung der Nadeln miissen aihnliche Uberlegungen 


gelten, wie sie von C. Wolpers u. H. Ruska (1939) (24) fiir die Bildung de: 
Fibrinfaser aus Micellen erértert wurden. 
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volligen Gitterordnung das Aggregat durch Kohasion nur in Parallel- 
haftung zusammengehalten wird. Darauf ist vielleicht die spindel- 
formige Biindelbildung zuriickzufiihren. Eine suprakristalline Anord- 
nung liegt hierbei aber nicht vor, denn keinesfalls sind die infermole- 
kularen Ordnungskrafte im Biindel gréBer als die inframolekulyren 
Bindungskrafte. Die Proteinnadeln kénnen z. B. schon bei der Uber- 
fiihrung in reines Wasser leicht wieder in molekulare Lésungen iibergehen. 

Es fragt sich nun, ob man nach der ttbermikroskopischen Struktur- 
analyse die Nadelgebilde nach Aratky und Mark (1938) (13) als echte 
Kristalle im strengen Sinne ansehen mub, oder sie zu den Micellen im 
Sinne der Definition von Frey-Wyssling (1938) (8) zu rechnen hat. 
Nach unseren tibermikroskopischen Aufnahmen halten wir es fiir un- 
richtig, die Nadeln als echte Kristalle anzusehen, weil durch unsere 
Bilder bestatigt wird, daB die Nadeln keine maximale innere Ordnung 
im strengen Sinne der Kristallographie aufweisen. Es handelt sich um 
faserige Aggregate bzw. parakristalline Gebilde [W./. Schmidt, 1937 (20)]. 
Ebenso entspricht der Aufbau der Nadeln nicht der von Frey-Wyssling 
(1938) (8) entwickelten Vorstellung einer micellaren Struktur, wonach 
geordnete Gitterbereiche durch iiber die Lange des Gitterbereichs 
hinauslaufende Fadenmolekiile untereinander verbunden sind. Dagegen 
entspricht die Nadelstruktur in gewisser Weise der alten Micellauffassung 
von Ndgeli (1858) (14). 

Wir deuten unsere Abbildungen dahingehend, daB in den ,,Stanley"*- 
Nadeln linear und lateral aggregierte, lingliche, stabchenférmige 
Teilchen von molekularem Charakter und kristalliner Eigenstruktur 
zusammengeschlossen sind. Die .,Kristallmolekiile’ sind als unab- 
hangige Molekiile, also ohne geordnete Gitterbereiche, zu einem iiber- 
molekularen Aufbau vereinigt. Da bei der Wiederauflésung der Nadel 
ihre Bausteine als Molekiile in Lésung gehen, trifft hier die Vorstellung 
von Nageli zu. Es liegt der Fal vor, daB das Molekiil als Einzelkristall 
und als Micell im Sinne Ndgelis bzw. als Kolloidmolekiil im Sinne 
Staudingers, aufzufassen ist. Wir nehmen an, dafB die laterale Aggrega- 
tion durch Kohasionskrafte der Molekiile und nicht durch substantielle 
Verbindungen bewirkt wird. Die hier vorliegenden Verhaltnisse sollen 
jedoch keinesfalls verallgemeinert werden. Es scheint vielmehr vor- 
laiufig noch notwendig, derartige Strukturfragen an jedem_ Einzel- 
problem mit allen in Frage kommenden Methoden neu zu untersuchen. 


Zusammenfassung. 

1. Die Struktur der lichtoptisch auch bei den starksten Ver- 
groBerungen vollig homogen erscheinenden  ,,Kristallnadeln’ des 
. . ° : . ¥e + P 
Tabakmosaikvirusproteins wurde mit Hilfe des Sieme ns-Ubermikroskops 

nach EF. Ruska und B. +. Borries elektronenoptisch aufgelést. 
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2. Das ammonsulfatfallbare Protein des Tabakmosaikvirus _bildet 
Aggregate, in denen die stabchenf6rmigen Bausteine sich in vornehmlich 
linearer Richtung parallel zusammenfiigen. Innerhalb der paralle| 


geordneten Aggregate lassen sich unregelmabig liegende Molekiilenden 


nachweisen, so da offenbar Schichtebenen fehlen. 

3. Die Grundelemente der Aggregate liegen mit ihren Dimensionen 
im molekularen Bereich, man muB daher die Nadelgebilde als para. 
kristalline Aggregationen von Kristallmolekiilen bezeichnen. 

4. Die Beziehungen unserer Bilder zu seither entwickelten Vor. 
stellungen tiber die sub,,licht‘*mikroskopische Morphologie organischer 
Gebilde mit héherer Orientierung ihrer Bausteine werden eroértert. 
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(ber die Entstehung von Glycerin bei der Giirung. 
Von 
Erwin Negelein und Heinz Brémel. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem. } 


(Eingegangen am 2. Oktober 1939.) 


1860 fand Pasteur!, da bei der alkoholischen Garung der Hefe 
kleine Mengen Glycerin entstehen. Connstein und Liidecke2 gelang es, 
durch Zusatz von Sulfit die Glycerinausbeute bei der Hefegarung soweit 
zu erhdhen, da®B die Hefegéirung mit Sulfit ein technisches Verfahren 
der Glyceringewinnung wurde. 

Offenbar entsteht das Glycerin bei der Garung, wenn die physiolo 
gische Reoxydation des hydrierten Diphosphopyridin-Nucleotids 


Dihyvdropyridin + Acetaldehyd Pyridin ~~ Alkohol 


durch Abfangen des Aldehyds gehemmt ist, durch die un physiologische 
Reaktion 


Dihydropyridin -- Triose(phosphat ) Pyridin + Glycerin(phosphat). 


Unentschieden jedoch blieb bisher, an welchem Protein die Glycerin- 
bildung vor sich geht: an dem Protein des oxydierenden oder an dem 
Protein des reduzierenden Géarungsferments. Denn beide Proteine 
verbinden sich, etwa gleich fest, mit Dihydropyridinnucleotid. 

Wir haben auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg versucht, diese 
Frage mit den beiden nunmehr zur Verfiigung stehenden kristallisierten 
Proteinen® zu entscheiden. Zu jedem der beiden Proteine wurde Di- 
hydropyridinnucleotid gegeben, sowie Triose oder Triosephosphat. 
Dann wurde lichtelektrisch beobachtet, ob das Dihydropyridin oxydiert, 
d.h. ob Triose zu Glycerin reduziert wurde. Das Ergebnis war, dab 
es das Protein des reduzierenden Garungsferments ist, an dem die 
Glycerinbildung vor sich geht. 

Am schnellsten von den gepriiften Triosen Glvcerinaldehyd, 
Dioxyaceton, Glycerinaldehydphosphat, | Dioxyacetonphosphat 
reagierte das Dioxyaceton mit Dihydropyridin. Doch verlauft auch 
diese schnellste Reaktion etwa 20000mal langsamer als die Reaktion 


des Acetaldehyds mit Dihydropyridin, so das unter normalen Garungs- 


' L. Pasteur, Ann. de chim. et de phys. [3] 58, 323, 1860. > W. Conn- 
stem u. K. Liidecke, Patentanmeldung am 12. April 1915; Chem. Ber. 52, 
1385, 1919. 3 Uber das Protein des oxydierenden Garungsferments siehe : 
0. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 301, 221, 1939; 308, 40, 1939. 
Uber das Protein des reduzierenden Garungsferments siehe: E. Negelein u. 
H. J. Wulff, ebenda 289, 436, 1937; 298, 351, 1937. 
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bedingungen keine nennenswerten Mengen an Glycerin oder Glycerin 
phosphat entstehen kénnen. ’ 

Wird der Acetaldehyd abgefangen (z. B. durch Sulfit) oder wird 
die Entstehung des Acetaldehyds verhindert (z. B. durch Fluorid) 
so ist die Geschwindigkeit der Glycerinbildung nicht der 20000 ste Teil 
der normalen Garung, weil die Reaktion Acetaldehyd + Dihydropyridin 
bei der Garung nicht geschwindigkeitsbestimmend ist. Die Geschwin 
digkeit der Glycerinbildung bei der gehemmten Garung wird wahr 
scheinlich durch die Konzentrationen der Triosen und ihrer Phos 
phorsaureester bestimmt. Dann berechnet sich fiir Lebedew-Saft, der 
pro Liter etwa 1 g Protein des reduzierenden Gairungsferments enthiilt 
bei einer angenommenen Triose(phosphat)-Konzentration von 0,1 Mole 
Liter die Bildung von 4,5g Glycerin pro Liter Lebedew-Saft und Stunde 
wahrend ein Liter Lebedew-Saft pro Stunde etwa 20 g Alkohol bildet 

Inbezug auf die Glycerinbildung bei der Garung in Lebedew-Saft ist 
eine Arbeit von Smythe! zu erwahnen, der fand, da der von Warburg und 
Christian aus Lebedew-Saft krystallisierte Robison-Ester zur Halfte aus 
Glycerinphosphat besteht. Wir haben diese Angaben hier nicht bestatigen 
kénnen; Smythe? hat sie in einer spiteren Arbeit selbst im wesentlichen 
zuriickgenommen. 

Versuch. 

Aus folgendem Versuchsbeispiel ist der Unterschied zwischen der 
Reduktionsgeschwindigkeit des Dioxyacetons und der Reduktions. 
geschwindigkeit des Acetaldehyds ersichtlich. 


Temperatur 20°. 





A 
1,00 cem 0,1 mol. Pyrophosphatpuffer ebenso 
von Pu 7.9 
0,20cem einer neutralen 2,1-10~* mol. ebenso 
Lésung von hydriertem Diphospho- 
pyridinnucleotid 
1,00 cem 0,1 mol. Lésung von Dioxy- 1,00 cem 0,45 + 10-3 mol. Losung 
aceton von Acetaldehyd 
0,75 ceem Wasser ebenso 
Volumen: 2,95 eem Volumen: 2,95 ecm 


Zur Zeit ¢ O wurde das Protein des reduzierenden Girungsferments * 
zugesetzt, und zwar: 


0,05 cem einer 2 °/pigen Proteinlésung 0,05 ccm einer 0,02 °/9igen Protein- 
1 mg Protein lésung = 0,01 mg Protein 


Mole hydriertes Pyridinnucleotid in 3ccm der Versuchslésung: 


0 Minuten 0,413 -10-° 0,420 -10-¢ 
Nach 1 Minute. 0,149 0,152 

» 2 Minuten 0,038 0,074 
» o 9 0,008 0,042 

* Das Protein war vor 2'/, Jahren isoliert worden. Seitdem wurde es als Trockenpraparat 
bei 0° aufbewahrt. 

1 C.V. Smythe, J. of biol. Chem. 117, 135, 1937. — * Derselbe, ebenda 

118, 619, 1937. 
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Fiir beide Substrate, Dioxyaceton und Acetaldehyd, waren unter 
den Versuchsbedingungen die Reduktionsgeschwindigkeiten proportional 
den Proteinkonzentrationen und proportional den Korfzentrationen an 
Substrat. Die Anfangsgeschwindigkeiten beider Reaktionen in dem 


angefiihrten Versuchsbeispiel waren annahernd gleich gro, obwohl 
in A die Proteinkonzentration 100mal so groB war wie in B und die 
Konzentration an Dioxyaceton 220 mal so gro war wie die Konzentra 
tion an Acetaldehyd. Die Reduktion des Acetaldehyds verlief also 
mehr als 20000mal schneller als die Reduktion des Dioxyacetons. 
Der stairkere Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit in B beruht auf 
dem Verbrauch des Acetaldehyds. 








Zur Biochemie der Torula utilis. 
IV. Mitteilung!: 
Der Gesamtschwefel-, Glutathion- und Cystingehalt 
verschiedener Hefen. 
Von 
Hermann Fink und Felix Just. 


(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation an de 
landwirtschaftlichen Fakultaét der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 10. August 1939.) 


In der Weiterverfolgung unserer Untersuchungen zur naheren 
chemischen und biochemischen Charakterisierung der Torula_ utilis 
beschaftigt sich diese Arbeit mit der Feststellung des Gesamtschwe fel-. 
Glutathion- und Cystingehalts von verschiedenartig yeziichteten Futter he fen. 
Zum Vergleich wurden auch mehrere Bierhefen und die Brennerei- 
Reinzuchthefe Rasse M analysiert. Diese Verhaltnisse interessierten 
nicht nur in wissenschaftlicher Hinsicht, sie sind auch von praktischer 


Bedeutung, besonders bei manchen Ziichtungsverfahren fiir Futterhefen. 
auf die wir weiter unten noch zu sprechen kommen. Auf die allgemeine 
zellphysiologische Bedeutung des Glutathions braucht hier nicht niaber 
eingegangen zu werden, zumal diese in vielen Einzelpunkten noch 
ungeklart ist. Jedenfalls beansprucht die Glutathionkonzentration in 
einer so ausgesprochenen Atmungshefe wie der Torula utilis im Vergleich 
zu andern Kulturhefen einiges wissenschaftliches Interesse. 

Unsere Untersuchungsergebnisse und ihre vergleichende Bespre- 
chung sollen im AnschluB an die folgende kurze Beschreibung der an- 
gewandten Untersuchungsmethoden gegeben werden. 


Versuche. 
(Gemeinsam mit Frl. L. Denecke und Fri. W. Hénisch). 


A. Bestimmung des Gesamtschwefels. 


Da wir in Vorversuchen feststellen muBten, daB sich Hefe auf nassem 
Wege nach den bekannten Verfahren sehr schlecht oxydieren lieB, wobe 
hinzukommt, da8 die Einwaage wegen des relativ kleinen S-Gehalts tunlichst 
2g Trockensubstanz nicht unterschreiten soll, waihlten wir die Veraschuny 
im Tiegel mit Natriumearbonat und Magnesiumoxyd, wie sie z. B. bei de: 
S-Bestimmung in Kohlen iiblich ist. Die Hefeproben wurden bei 105° ge 
trocknet, die harte, brécklige Masse fein gemahlen, eine Einwaage von etwa 


' TIT. Mitteilung, diese Zeitschr. 308, 1, 1939. 
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2 Trockensubstanz mit 4g Eschka-Mischung (Na,CO, und MgO im Ver- 
haltnis 1: 2) mit Hilfe eines Platindrahtes vermischt, mit Eschka-Mischung 
iiberschichtet und gegliiht, bis der Tiegelinhalt rein weiB war. Danach wurde 
mit Bromwasser und Salzsaure der basische Gliihriickstand sorgfaltig gelést, 
die Lésung auf 100 cem aufgefiillt, filtriert und in 90 cem des Filtrats nach 
dem Verdiinnen auf das Dreifache in der iiblichen Weise mit BaCl,-Lésung 
gefallt. 
Beispiel. Einwaage: 1,9900 g, Trockensubstanz: 95,21 %%. 
BaSO,-Auswaage: 190,1 mg, 


= 190,1 - / wt 


aes OO ee 
IBaso,* 9 * 1.9900 - 0.9521 1,53 °% in der Trockensubstanz. 


B. Bestimmung des Glutathions. 


Wir benutzten die kiirzlich beschriebene kolorimetrische Methode 
von A. Fujita und 1. Numata!, die sich als sehr brauchbar erwies. Da 
wir bei der Untersuchung der Hefen in einzelnen Punkten aus Zweck- 
maBigkeitsgriinden von der Originalmethode abwichen, geben wir hier 


einen kurzen Analysengang, wobei wir allerdings die oben zitierten, 


ausfiihrlichen Arbeiten als bekannt voraussetzen. 


a) Vorbehandlung der Hefe. 20,00 g frische Hefe, deren Trocken- 
substanzgehalt gesondert bestimmt wurde, wurde mit 2 cem Essigester ver- 
tliissigt und das Plasmolysat sofort mit 5 %iger H PO,-Lésung auf 50 cem 
aufgefiillt. Der MeBkolben wurde in einen Zentrifugenbecher entleert und 
mit 10 cem Wasser nachgespiilt. Gesamtvolumen 60,0 cem. 

b) Die Bestimmung des reduzierten Glutathions. Je 5,0 cem des fast 
klaren, gelblich gefarbten Zentrifugats wurden mit 5,0 cem Wasser bzw. 
5,0 cem einer reinen Glutathionlésung (¢, 0,3016 mg im eem) vermischt. 
Sodann wurde von den beiden Gemischen jeweils 3,0 cem zu 15,0 ecm ge- 
sittigter NaCl-Lésung gegeben und nach dem Umschiitteln mit je 1,5 eem 
Nitroprussidnatriumlésung und 1,5cem n/l NH,-Lésung versetzt. Die 
Farbintensitaten wurden im Leitzschen Kolorimeter verglichen. 

c) Die Bestimmung des Gesamtglutathions erfolgt in der prinzipiell 
gleichen Weise, ist aber etwas komplizierter, da zuerst das im oxydierten Zu- 
stande vorliegende S—S-Glutathion zum SH-Glutathion reduziert werden 
muB. In Analogie zu der oben zitierten Vorschrift wurden je 10,0 cem des 
Zentrifugats (s.o.) mit 10,0 cem Wasser bzw. mit 10,0 cem Glutathion- 
lésung (¢,) vermischt und jeweils 8,0 ccm Mercuriacetat (1 %ig), 1,0 ¢em 
2n HCl-Lésung und 1,0cem Natriumacetatlésung (50 °%%ig) zugegeben. 
Nach dem Einleiten von H,S wurde iiber Nacht stehengelassen, am anderen 
Morgen filtriert, von dem Filtrat jeweils 25,0 cem abpipettiert, 1,0 ccm 
2n Salzsiure zugegeben und im Vakuum der Schwefelwasserstoff ver- 
trieben, wobei CO, durch den Claisenkolben geleitet wurde. Die Fliissigkeit 
wurde wie bei b) angegeben kolorimetriert. 

Bemerkung zu b) und c). Wie ersichtlich, ersetzten wir die Extinktions- 
messung durch Vergleichskolorimetrie. Dieses Vorgehen ist zulassig, weil 
zugesetztes Glutathion wie Fujita und Numata bewiesen und wie wir 
uns tiberzeugten bei der Bestimmung quantitativ wiedergefunden wird. 


1 Diese Zeitschr. 800, 246, 257, 1939. 
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Der Ersatz der Absolutkolorimetrie durch die Vergleichsmessung erse})ie 
uns aus leicht ersichtlichen Griinden vorteilhaft. 

d) Die Berechnung. Das Gesamtvolumen von Hefeplasmolysat (i), 
waage 20,00 g Hefe, Trockensubstanzfaktor f), Metaphosphatlésung ii 
Spiilwasser ist gleich 60,0 cem. ‘Die unbekannte und zu_ bestimmen 
Glutathionkonzentration sei ¢; (das ist ¢, mg Glutathion in 1 eem). Durie} 
den Zusatz der gleichen Menge Wasser bzw. Glutathionlésung der Konze 


° . » . e ( 
tration ¢, sind die Konzentrationen der entsprechenden Ansitze: 


und 


t 
» 


Cy c ; ones 
: : ’. Die weitere Behandlung bis zur Ablesung ist bei beiden Paralle| 
ansitzen genau gleich. Also besteht zwischen dem Quotienten q (q < | 
der Ablesungen am Kolorimeter und den Konzentrationen folgende be. 


ziehung : 
- g, wobei q ~ | ist; 


oder 


(Durch entsprechende Wahl von ¢,, namlich cy * ¢,, wird g % '/, und man 
befindet sich in einem giinstigen Ablesungsbereich. ) 
Im gesamten Ansatz von 60,0 cem sind also: 


60 - cy i q ; mg Glutathion 


enthalten. Ist E die Einwaage in g, f der Trockensubstanzfaktor, so ist 


q 100 


i —9 mg Glutathion in 100 g Hefetrockensubstanz. 
7 


60+ 9° 


Beispiel. 

Einwaage: 20,00 ¢ technisch-geziichtete Holzzuckerhefe. 

Gehalt an Trockensubstanz: 26,88 °. 

Konzentration der Glutathionlésung: c, 0.3016 (das ist 0,8016 mg 
ecm). 

Gesamtvolumen des Ansatzes: 60,0 cem. 

Ablesungsquotienten : 

Reduziertes Glutathion: 0,442, 0,450, 0,451, 0,449; Mittel: 0,448. 
Gesamtglutathion: 0,578, 0,568, 0,571, 0,570; Mittel: 0,572. 

mg reduziertes Glutathion in 100 g Hefetrockensubstanz: 


0,448 100 


‘ 274 mg. 
0,552” 20,00 - 0.2688 =o 


60 - 0.3016 - 


mg Gesamtglutathion in 100 g Hefetrockensubstanz: 
0,572 100 
0.428 20,00 - 0.2688 
e) Die Bestimmung des Cysteins sollte nach der Vorschrift von A. Fujita 
und J. Numata! vorgenommen werden, da aber die jeweiligen qualitativen 


60 - 0.3016 - = 451 mg. 


' Diese Zeitschr. 300, 264ff., 1939. 
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Vorproben der kolorimetrischen Reaktion iiberhaupt negativ oder nur ganz 
shwach positiv im Verhaéltnis zur frisch bereiteten Cysteinlésung kleiner 
Konzentration austfielen, wurde auf eine quantitative Bestimmung der nut 
in Spuren vorhandenen Cysteinmengen verzichtet. Aus demselben Grunde 
ist ene Korrektion der Glutathionwerte nicht notwendig. Zu erwahnen ist 
noch, daB bei langerer Dauer der Plasmolyse die Cysteinreaktion deutlicher 
positiv wurde. Anscheinend wird durch die freigesetzten Enzyme der Hefe 
aus dem Glutathion oder anderen cysteinhaltigen EtweiBstoffen Cystein 
abgespalten. 
Ergebnisse. 


Der Gesamtschwe felgehalt verschiedener untersuchter Hetfen ist in 


der folgenden Tabelle I aufgefiihrt. 


Tabelle I. 





. Torula, geziichtet in: . EiweiBschlempe : 
a) reinem Alkohol I sae : ii 1 66 
b) Holzzucker (Scholler) 0,21 os ll Rtas 1 4 
c) -s (Bergius) 9,20-0,22 od : ee ~ 
d) reiner Glucose 0.23-0,25 ; . vee pay 
e) Sulfitablauge 0,22—0,23 Re ee dain 
Probe |] Bierhefen : 
“eae Probe 3 :.;. sin 0.19 


eae || Sante 1.60 
0.48 . Il-+ Ill 0.20 


IV. PreBhefe. Rasse M ... 0.17 





Im Gesamtschwefelgehalt weichen also die Torulahefen, mit Aus- 
nahme der in Sulfitablauge geziichteten, nur unbedeutend von den Bier- 
hefen und der Brennereihefe Rasse M ab. Die Durchschnittswerte 
liegen bei 0,22°, bzw. 0.20%. Der S-Gehalt der .,Sulfitablaugen’’- 
Hefen liegt sehr betrachtlich héher. Der auffallig groBe S-Gehalt von 
Probe 1, die mit der Hefe V in unserer LI. Mitteilung identisch ist, 
erklart nun auch die damals festgestellten Abweichungen in der Zu- 
sammensetzung dieser Hefe. So war z. B. der Glithriickstand mit 12,2 °,, 
ungewohnlich hoch, der Gesamt-N-Gehalt mit 7.25°, bzw. Rohprotein 
mit nur 45,3°, ziemlich niedrig, das Verhaltnis Gesamt-P,O; : Asche 
unterhalb des Durchschnitts. Die Ursache fiir diese Anomalien ist 
eben in dem hohen S-Gehalt zu suchen, wobei ins Gewicht fallt, daB ein 
Hauptteil des Schwefels als SO,-Rest vorliegt. In einem wiaisserigen 


Auszug der Hefe lassen sich nimlich weder SO. -Ionen noch natiirlich 
S -Ionen, wohl aber SO, -Ionen nachweisen. Wegen der Zusammen- 
setzung der Sulfitablaugen besteht bei der Ziichtung der Torula in 
diesem Milieu gewohnlich die Gefahr, daB die Hefe ziemlich viel CaSO, 
enthalt. Sehen wir bei der folgenden Uberschlagsrechnung von den 
basischen Bestandteilen der Asche ab und setzen wir den iiber den 
Durchschnitt von 0,22°,, hinausgehenden Gesamt-S-Gehalt als Sulfat in 
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Rechnung, so ergibt sich, daB bei den .,Sulfitablaugen’’-Hefen de 
Sulfatwert in der Probe I 96/32 - (1,60 — 0,22) — 4,2°,: in der Probe || 
(1,48 — 0,22) - 96/32 = 0,8°, der Hefetrockensubstanz ausmacht. Ma, 
sieht also, dab die Werte fiir den Gliihriickstand mindestens \)) 
diesen Betrag iiber dem Normalen liegen miissen. (Verluste an S( 
beim Gliihen diirften kaum auftreten, da die Asche alkalisch reagiert; 
Tatsaichlich ergeben sich nach einer diesbeziiglichen Sulfatkorrekt,: 
ganz normale Aschenwerte von 8,0 bis 8,3. An dieser Stelle sei noc! 
darauf hingewiesen, daB in der Mehrzahl der Faille erhéhte Aschenwert 
durch einen zu hohen P,O;-Gehalt bedingt sind. So z. B. wies eine in 
reinem Alkohol geziichtete Hefe einen Gliihriickstand von 11,2°,, und 
einen P,O;-Gehalt von 5,56°%, auf. Bei einer technisch geziichtete: 
Holzzuckerhefe betrug der P,O;-Gehalt sogar 6,53°, und der Aschen 
wert 12,42 %. 

Bei den untersuchten EiweiBschlempen ist der Schwefelgehalt de: 
Proben I und IT relativ sehr hoch. Dies riihrt daher, daB der bei der 
Ziichtung gebrauchte Stickstoff in Form von Ammonsulfat gegeben 
wurde, waihrend die Proben III und IV mit Ammonchlorid geziichtet 
wurden. Der Schwefel der beiden letzten Proben stammt also aus den 
Kartoffeln und ist somit von der gegebenenfalls Schwankungen unter 
worfenen Zusammensetzung der Kartoffelsorte abhingig. Setzen wir 
wieder den tiber den Durchschnittswert von 0,32°, hinausgehenden 
Gesamtschwefelgehalt als SO,-Ion in Rechnung, so ergibt sich ein 
Sulfatgehalt von 3,6 bis 3,9°% in der Eiwei8schlempe-Trockensubstanz 
Auf Kalium- oder Natriumsulfat umgerechnet, erhalten wir 7 bis 8° 
K,SO, bzw. 5 bis 6°, NagSO,. Die schon vor diesen Untersuchungen 
von dem einen von uns (H. Fink) angeregten Ziichtungsversuche mit 
Ammonchlorid an Stelle von Sulfat ergeben, wie die Untersuchung 
der Proben III und IV zeigt, ein Produkt erheblich verminderten 
Sulfatgehalts. 

Die Ergebnisse der Glutathion- und Cysteinbestimmungen sind in 
der folgenden Tabelle II zusammengefaiit. Bei den Proben I und I] 
handelt es sich um Torulahefen, die im Laboratorium in reiner Glukos 
(Ia und Ib) bzw. in Bergius-Holzzuckersirup (Ila und IIb) geziichtet 
worden sind. Probe III ist eine in Tornesch technisch geziichtete Holz 
zuckerhefe. Die Proben IVa und IVb sind untergiarige Bierhefen au- 
der Hochschulbrauerei, Berlin, und Probe V ist eine Brennereireinzucht 
hefe Rasse M des Instituts fiir Garungsgewerbe, Berlin. 

Der Gesamtglutathiongehalt der Torula liegt also zwischen 42s 
und 459 mg in je 100 g Hefetrockensubstanz. Im Vergleich dazu iiber- 
trifft die Pressehefe mit 647 mg/1(0 g Trockensubstanz diesen Gehalt 
um 50%, die Bierhefe mit 863—889 mg/100 Trockensubstanz sogar um 
rund 100%. Verglichen mit den Glutathiongehalten von Rettich, Gurke, 
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Tabelle II. 





Glutathiongehalt 0% vom 


vit mg a Gesamtglutathion en veg Cystein — 
ee Siti Nabe oo Ply des gesamt 4 Pig des 
reduziert insgesamt reduziert oxvdiert Gesamt-N Gesamt-N 
Probe Ia...... 241 430 56 44 21 0 0,20 
) ee 312 459 68 32 24 0 0,21 
i | ree 219 446 49 51 20 0 0,21 
A ) See 244 428 57 43 21 0 0,20 
eS: Sore 274 451 61 39 21 0 0,24 
oe 338 889 38 62 48 0 0,45 
7. i ae 293 863 34 66 47 0 0,44 
Ca. rasivele: 272 647 42 58 39 0 0,40 
RiweiBschlempe : 
Probe a) .... 440 611 72 28 22 0 0,49 
| eee 470 627 75 25 17 0 0,50 
HiweiBschlempe, 
zentrifugiert : 
ee re 499 649 77 23 0 
Zentrifugat .. 0 0 
* Cystein-N bedeutet hier der Gehalt an freiem Cystein (Cystin) ist verschwindend 


klein — den Anteil N, der in der Glutathionkomponente Cystein gebunden ist. 


Blumenkohl und Kartoffel, die von Fujita und Nwmata (|. ¢.) untersucht 
wurden, stehen die Hefen weitaus an erster Stelle. Zwiebeln und Bohnen 
sind zwar den Torulahefen in dieser Beziehung gleichwertig, sind aber 
der Bierhefe und PreBhefe unterlegen. Deswegen dient ja auch die 
Bierhefe als Ausgangsprodukt fiir die praparative Darstellung des Glu- 
tathions. Man rechnet dabei mit einer Ausbeute von | g aus | kg ab- 
gepreBter Bierhefe, d. i. also (unter Zugrundelegung unserer Werte von 
0,87 g in 100 g Trockensubstanz, entsprechend rund 2,2 ¢ Glutathion 
in 1 kg abgepreBter Hefe von 25%, Trockensubstanz) eine Ausbeute 
von 45 bis 50%. Bei unseren Versuchen, Glutathion aus der Torula 
priparativ herzustellen, lag die Ausbeute sehr viel niedriger. Ubrigens 
mag der Hinweis nicht uninteressant sein, da® hierbei der Beweis 
erbracht ist, daB die Torula unter Zulage der iiblichen anorganischen 
Hefenaéhrsalze Cystein und Glutathion aus reinem Zucker (Glucose) 
und Ammoniak zu synthetisieren vermag. Denn die Hefe I ist in vielen 
Dutzend Passagen nur in solechen Nahrlésungen geziichtet worden. 

Die Torula laBt sich nur auBerordentlich schwierig aufarbeiten, haupt- 
sichlich wegen der schlechten Filtrierbarkeit. Bei der ziemlich langen Auf- 
arbeitungszeit der einzelnen Ansitze wird naturgemaé ein gréBerer Teil des 
aus den Hefezellen freigesetzten Glutathions zerstért. 

Das Verhaltnis von reduziertem zu oxydiertem Glutathion in den 
Hefen schwankt in recht weiten Grenzen. Im Durchschnitt ist der 
reduzierte Anteil bei den Torulahefen gréBer als in der Bierhefe. Bei 
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den obenerwahnten, von Fujita und Numata untersuchten Gemiise 
pflanzen liegt das Verhaltnis im Gegensatz zu den von uns analysiertey, 
Hefen sehr weit zugunsten des oxydierten Glutathions. Bolom,’ 
hinwiederum fand bei Bierhefen, die zwischen 660—1000 mg Gesamt 
glutathion in je 100g Hefe-Trockensubstanz enthielten, da® nur etw, 
10°, des Gesamtglutathions im oaydierten Zustand vorlagen. Vermut 
lich ist das Verhaltnis SH- zu S-S-Glutathion sekundar  bedingt 
(Schwermetallkatalyse). 

Wie aus der dritten Spalte der Tabelle LI zu entnehmen ist, mac) 
der im Glutathion gebundene Schwefel bei der Torula nur 21 bis 24°. 
dagegen bei der Bier- und PreBhefe 39 bis 47°, vom Gesamtschwefel 
aus. Der restliche Schwefel kann vorliegen als: 


1. Sulfatschwefel, 

2. S—S- oder SH-Schwefel in organischer Bindung. 

Tatsachlich laBt sich in den Hefen Sulfat, wenn auch nur in geringe: 
Menge, nachweisen. Aus folgenden Griinden jedoch ist sehr wahrschein 
lich, daB auch die zweite Annahme zutrifft. Vergleicht man namlicl 
die in der letzten Spalte aufgefiihrten Prozentzahlen von Cystin-N be 
zogen auf den Gesamt-N der Hefe (vgl. Anmerkung unter der Tabelle 11 
mit den friiher nach der Methode von van Slyke gefundenen Prozent- 
zahlen, die bei allen Hefen fast iibereinstimmend bei 1,5 bis 1,6°, des 
Gesamt-N der Hefe lagen, so stellen wir fest, daB das im Glutathion 
gebundenen Cystin nur einen Teil von dem bei der Totalhydrolyse 
festgestellten Gesamtcystin ausmacht. Es muB daraus geschlosse1 
werden, daB das Hefeeiweif noch erhebliche Mengen an Cystin ent. 
halt, die bei der Bestimmung des lédslichen Glutathions oder 
freien Cystins nicht erfaBt werden, oder anders ausgedriickt: nur rund 
13 °,, des Gesamtcystins bei der Torula und rund 25°, bei der Bierhefe 
liegt in der Zelle als Glutathion vor, deshalb kann der Glutathion- 
schwefel nur einen Teil des Gesamt-S ausmachen. Die Zahlen der letzten 
und drittletzten Spalte in Tabelle IL laufen deshalb parallel. 


Zusammenfassung. 


Der Gesamtschwefelgehalt betragt bei den Torulahefen im Mitte! 
0,22°%, bei der Bierhefe 0,20°, und bei der PreBhefe 0,17°,. Die 
Streuung um den Mittelwert ist gering. Eine Ausnahme machen dic 
in Sulfitablauge geziichteten Futterhefen, deren Schwefelgehalte aut 
das Vielfache des Normalwertes ansteigen kénnen. EinschluB und Aut- 
nahme betrachtlicher Sulfatmengen, die auf der Oxydation vorhandenet 
Sulfite beruhen, sind die Ursache. 


1 Chem. Centralbl. 1939, IT, 1499. 
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Der Gesamtglutathiongehalt betragt im frischen Zustande bei den 
Torulahefen 0,43 bis 0.46 g, bei der Bierhefe 0,86 bis 0,89 g, bei der 
Prebhefe 0,65 g und bei der EiweiBschlempe 0,61 bis 0,65 g, bezogen auf 
100 g Trockensubstanz. Das Verhaltnis von SH- zu S—S-Glutathion 
schwankt innerhalb ziemlich weiter Grenzen. Bei den Torulahefen ist 
der reduzierte Zustand im Vergleich zu Bierhefe bevorzugt. Bei Beriick- 
sichtigung der friiher mit Hilfe der van Slykeschen Methode gefundenen 
Cystinwerte ergibt sich, daB nur !/, bis 1/, des Gesamtcystins im lés- 
lichen Gesamtglutathion erfaBt werden. 

Zugleich ist gezeigt worden, dab die Hefe Torula utilis Glutathion 
aus Zucker und mineralischen Nahrsalzen synthetisieren kann. 

Der Gehalt der Hefen an freiem Gesamtcystin ist unmessbar klein, 
wenn kurze Plasmolysezeiten eingehalten werden. Bei langerer Dauer 
der Plasmolyse wird Cystin freigelegt. 


Biochemische Zeitschrift Band 303. 











Uber das Viskositiitsverhalten von Faden- 
und Kugelmolekiilen, insbesondere Glykogen 
und Stirke, in komprimierten Fliissigkeiten. 

Von 
U. Ebbecke und R. Haubrich. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bonn.) 
(Hingegangen am 11, September 1959.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Bei dem physikalischen und chemischen Verhalten der hoch 
polymeren organischen Verbindungen, der Makromolekiile, ist weit 
mehr als bei den Mikromolekiilen die Gestalt der Molekiile maBgebend 
Fiir GréBe und besonders Oberflaiche der Molekiile macht es eine 
erheblichen Unterschied, ob bei gleicher Kohlenstoffzahl die Aton, 


dreidimensional in Diamantpackung oder eindimensional paraffin- 


kettenartig angeordnet sind. Staudinger! hat die Eigenschaften hoch 
molekularer Stoffe nach der Gestalt ihrer Makromolekiile zusammen 
gestellt (Tabelle 1). Nicht nur bei den EiweiBen stehen sich Ova! 


Tabelle I (nach Staudinger). 





Kugelmolekiile (Spharokolloide) | Fadenmolekiile (Linearkolloid 


Fester Zustand... Keine Faserstruktur, Faserstruktur, zah 
pulvrig 
Auflésung Ohne Quellung Unter Quellung 
Lésungszustand .. Nur Sollésungen Sol- und Gellésungen 
Osmotischer Druck p/c konstant pc nicht konstant 
Diffusion Gehorcht dem Fickschen Gehorcht nicht dem Ficksche) 
Gesetz Gesetz 
Art des FlieBens.. Newtonsche Strémung Abweichungen vom Hagen- 
Poiseuille schen Gesetz 
Viskositat Niedrig Hoch 


bumin und Ovoglobulin, Myogen und Myosin u. a. als Spharo 


und Linearkolloide, Betriebsstoffe und Geriiststoffe gegeniiber, sondern 
auch fiir die Polysaccharide, Cellulose, Starke und Glykogen, haben 
Staudinger und Husemann2 die Verschiedenheit des Verhaltens, na 
mentlich der spezifischen Viskositat, darauf zuriickgefiihrt, daB trotz 


' H. Staudinger, Zur Entwicklung der Chemie der Hochpolymeren. 
S. 238. Berlin 1937; Naturwiss. 25, 673, 1937. — 2 H. Staudinger u. BE. Hus: 
mann, Ann. d. Chem. 580, 1, 1937. 





inge 
Fade 
Rich 
enth 
Vole 


wure 
hoh 

Jah 
Orgé 
Verl 
Hier 
und 
yon 

bere 
sich! 
keit 
In « 
dure 
auf 

deut 


lab 


(‘hor das Viskositatsverhalten von Faden- und Kugelmolekiilen usw. 2438 


mgefahr gleichen Polymerisationsgrades die Cellulose unverzweigte 
Fadenmolekiile, das Glykogen infolge der zahlreichen, nach allen 


Richtungen gehenden Verzweigungen annahernd kugelférmige Molekiile 


enthalt, wahrend die Starke mit mabig verzweigten langgestreckten 
Volekiilen in der Mitte steht. 

Auf die Bedeutung der MolekiilgréBe und -gestalt fiir die Viskositat 
wurden wir aufmerksam, als wir in Verfolgung der Kompressionswirkung 
hoher Drucke, die das Bonner Physiologische Institut in den letzten 
Jahren untersucht hat und die die Lebenserscheinungen von Zellen, 
Organen und Organismen in mannigfaltiger Weise beeinfluBt!, das 
Verhalten der Viskositat in komprimierten Fliissigkeiten untersuchten?. 
Hieriiber liegt, auBer verschiedenen alteren Arbeiten (Réntgen®, Warburg 
und Sachs4, Cohen °, Hyde®, Hauser’) eine langere Untersuchungsreihe 
von Bridgman 8 vor, der an 43 reinen Fliissigkeiten bis zu einem Druck- 
bereich von 12000 Atm. die Viskositaét mab, indem er in einer undurch- 
sichtigen zylindrischen Stahlbombe die Fallzeit einer durch die Fliissig- 
keit sinkenden Metallkugel mittels elektrischer Kontakte registrierte. 
In der kurzen Zusammenstellung der Tabelle LI ist allgemein eine 
durch die Kompression von 1000 Atm. bewirkte Zunahme der Viskositat 
auf etwa das Doppelte des Anfangswertes zu sehen, zugleich aber, am 
deutlichsten an der Alkoholreihe, zu bemerken, wie mit Zunahme der 


labelie IT. Druekabhangigkeit einiger organischer Fliissigkeiten 
nach Bridgman. 





Viskositat , . Viskositit 
rsne . 100 ‘rsne » 11000 
Untersucht« hak G AACA. 00 100 Untersucht« het 0 kei. - 100 


Substanz und 30° ho Substanz und 30 


n-Pentan 0,22 207 Chloroform ... 0,25 

n-Hexan 0,296 215 Aceton 0,29 
0,48 212 Glycerin 380 

i-Pentan 0,198 221 Ather 0.21 


Methylalkohol . 0,52 147 Toluol 0,52 
Athylalkohol . . 1,0 159 m-Xylol 0,55 
n-Propylalkohol 1,78 192 Benzol 0,57 
n-Butylalkohol 2,24 210 AI 55 3 3,19 
n-Amylalkohol etwa 4 220 Eugenol 

i-Propylalkohol 1,76 221 
i-Butylalkohol . 2,86 244 
i-Amylalkohol .  etwa 4,3 243 





' Vgl. U. Ebbecke, Ptliigers Arch. 238, 441, 1936. 2 U. Ebbecke u. 
R .Haubrich, ebenda 238, 429, 1936. 3 Réntgen, Ann. d. Phys. 22, 510, 
1884. 4 Warburg u. Sachs, ebenda 22, 518, 1884. ® R. Cohen, ebenda 
45, 666, 1892. — ° I. H. Hyde, Proc. Roy. Soc. London (A) 97, 240, 1920. 
— ? LT, Hauser, Ann. d. Phys. 5, 597, 1901. — § P. W. Bridgman, Proc. 
Physiol. Soe. Lond. 41, 341, 1929; The physics of high pressure. London 
1931; J. of biol. Chem. 19, 511, 1914. 


16* 








244 U. Ebbecke u. R. Haubrich: 


Kettenlange der DruckeinfluB auf die Viskositat starker wird. [Da. 
schon von Réntgen gefundene und gedeutete abweichende Verhalte; 
des Wassers, dessen Viskositét unter Druck zunachst abnimmt, hing 
ebenso wie andere Anomalien des Wassers, mit dem Vorhandensein yo), 
Trihydrolmolekiilen zusammen, die durch Druck, aber auch dure 
héhere Temperatur oder héheren Salzgehalt (Hauser) in kleinere Molekii); 
verwandelt werden. 

Fiir die biologischen Zwecke war das Verhalten der im Organisms 
vorkommenden Stoffe (EiweiBe, Fette und Kohlenhydrate) und wasse 
rigen elektrolythaltigen Lésungen in dem fiir die Lebenserscheinunge: 
wichtigen Druckbereich von einigen hundert Atmospharen zu unte1 
suchen und daher die Versuchsanordnung, die zunachst nur fiir elektrisc| 
nichtleitende Fliissigkeiten anwendbar war, zu modifizieren. Unter 
Mitwirkung von O. Hasenbring und H. Remberg gelang die Konstruktion 
einer Viskosimeterbombe mit zwei, im Abstand von 5 cm iibereinande: 
angebrachten Fensterpaaren, durch die das Fallen geeichter Kugeln i: 
einem Héppler-Viskosimeterrohr beobachtet werden konnte. Die Vor 
richtung, die unter Beriicksichtigung von Temperatur und spezifischen 
Gewicht aus den gefundenen Fallzeiten die zugehérigen Viskositatswert: 
in Centipoise zu bestimmen erlaubt, ergab eine Reihe von Befunden 
von denen die Tabelle III eine kurze Zusammenstellung bringt. 


Tabelle III. 





Untersuchte Fliissigkeit ig in cp. Veog in ep. 


Kuhmilch 2,27 2,53 111 
Eigelb 465 738 160 
Fischleim 1333 1778 133 


n-Glucoselésung 1,088 1,733 103 
2 n-Glucoselésung 3,49 3,76 108 
n-Rohrzuckerlésung 3,39 3,75 111 
2 n-Rohrzuckerlésung 27.0 29,9 111 
Gesattigte Rohrzuckerlésung 51,5 62,0 120 
2, 5-Starkelésung 29,3 66,5 228 
Honig 7880 227 
recs i i, Ee ee eee 6 79,2 480 
Pfefferminzél } 15,61 336 
Rizinus6l 3238 318 
Olivendél 3,6 264,7 317 
Lebertran Bi 156,6 291 
ErdnuBél 228,3 288 


Fiir Kuhmilch und andere EiweiBlésungen und ebenso fiir Lésunge! 
von Mono- und Disacchariden fand sich der Druckeffekt geringfiigiy. 


sehr groB dagegen fiir alle Ole, gleichgiiltig, ob es sich um aromatische 
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oder aliphatische, fliichtige oder zahfliissige Ole handelte. Unter den 
Lésungen fallt das abweichende Verhalten der Starkelosung auf, die 
trotz ihrer nicht besonders hohen Anfangsviskositat eine bis fast an die 
(le heranreichende DruckbeeinfluBbarkeit aufweist. Auf Grund der 
eingangs erwahnten Arbeit von Staudinger und Husemann erhob sich 


nun die Frage, wie sich Glykogenlésungen im Vergleich zu Starke- 
lésungen unter Druck verhielten und ob die charakteristischen Unter- 
schiede ihrer Viskositat auch in ihrer DruckbeeinfluBbarkeit zum 
Vorschein kamen. Indem wir unsere fritheren Versuche mit der gleichen 
Viskosimeterbombe und Versuchsvorrichtung fortsetzten, fanden wir 
fiir Zimmertemperatur die folgenden Werte : 


Tabelle IV. 





Untersuchte Flissigkeit j 1400 


5% Glucose ry 1,255 98 
5% Rohrzucker ... 1,229 238 1,261 103 
2,59% Glykogen ... 1,560 1,612 103 


5% aS se 2,229 2,428 - 109 


10% Pe oe 4,194 | 4,648 111 
Gesaittigtes ,, sah 71,2 120,9 224,0 170 316 
2,5 % lésliche Starke 1,46 1,51 1,53 103 105 
25% Dextrin 1,803 1,934 1,953 106 108 
2.5% Starke 29,19 46,25 66,45 158 228 


Wie aus der Tabelle IV hervorgeht, geniigt fiir die kleinsten Mole- 
kiile (Glucose) eine 5°,ige Lésung noch nicht, um die an reinem Wasser 
durch den Druck hervorgerufene Viskositatserniedrigung zu kompen- 
sieren, was bei den gréBeren Rohrzuckermolekiilen bei gleichem Prozent- 
gehalt und geringerer Molekiilzahl schon der Fall ist. Bei der 5°, igen 
kolloidalen Glykogenlésung ist zwar die Ausgangsviskositat etwas 
hoher, wohl weil die gelésten Molekiile durch innere Quellung und 
Wasserbindung ein etwas gréBeres Gesamtvolumen in der Fliissigkeit 
einnehmen, die Viskositatszunahme in der unter 800 Atm. Druck 
stehenden Lésung ist aber nur wenig gréBer als bei Rohrzucker und 
bleibt hinter der Starkelésung gewaltig zuriick. Erst bei der gesattigten 
Glykogenlésung wird der Kompressionskoeffizient groB und der Unter- 
schied gegeniiber der gesattigten Rohrzuckerlésung (Tabelle LILI) 
deutlich. Bei den Abbauprodukten der Starke, bei denen es sich freilich 
nur um nicht genauer definierte Gemische handelt, ist der Kompressions- 
koeffizient auf einen kleinen Betrag zuriickgegangen und liegt nur 
wenig héher als bei der gleichprozentigen Glykogenlésung. 

Die Versuche beweisen zunichst fiir den Fall des Glykogens, dal 
der Gegensatz im Verhalten eines Spharokolloids gegeniiber einem 








246 U. Ebbecke u. R. Haubrich: 


Linearkolloid auch in der DruckbeeinfluBbarkeit zum Ausdruck kon; 
und, wenn man verallgemeinern darf, ist zu der in Tabelle I wiede; 
gegebenen Zusammenstellung von Staudinger die verschiedene Druck 
beeinfluBbarkeit der Viskositat erganzend hinzuzufiigen. Fiir die \)}, 
weichung vom Hagen-Poiseuilleschen Gesetz gilt molekularmecha isc} 
die Vorstellung, da} Stabchenmolekiile, die mit zunehmender Flic}. 
geschwindigkeit immer mehr in der Strémungsrichtung langsgeste||; 
und parallel ausgerichtet werden (Strémungsdoppelbrechung), dadure| 
auch weniger untereinander und mit der Kapillarwandung zusammen 
stoBen und eine geringere innere Reibung geben. Entsprechend kann 
man sich fiir die Viskositatszunahme der komprimierten Fliissigkeit 
vorstellen, daB die, wenn auch geringe Raumbeschrankung der ji: 
Molekularbewegung begriffenen Teilchen die Kollisionsméglichkeit wn 
so mehr erhoht, je gréBer der von der Stabchenlinge abhangige ,. \\’), 
kungsbereich®* der sich drehenden und wendenden Molekiile ist. 

Als eine Art von Modellversuch, der in stark vergréBerten Dimen 
sionen die Abhangigkeit der Viskositaét von der Teilchengestalt demon 
striert, sei das folgende Beispiel angefiihrt. Bei der Untersuchung der 
Blutfliissigkeit, die normalerweise eine Suspension von Blutkérperchen. 
scheiben im Plasma darstellt, ergab sich (Hbbecke1), daB ein geniigend 
hoher Druck (2000 Atm.) die Scheiben in Kugeln (Spharocyten) um 
wandelt, eine Erscheinung, die Haubrich? und Zip/? genauer in bezug 
auf die Druckresistenz und auf die Restitutionsfihigkeit untersucht 
haben. Die Scheiben behalten zwar bei der Umwandlung das gleicti 
Volumen, erfahren aber eine so starke Verkleinerung der Oberflicl« 
und des im optischen Querschnitt sichtbaren Durchmessers, daB sie im 
mikroskopischen Bild als ,,Mikrocyten‘‘ wirken. Mit dieser Umwandlung 
der Form geht eine deutliche Viskositétsinderung des Blutes einher 
An Kaninchenblut, das durch Zusatz von Natriumcitrat ungerinnba: 
gemacht war, bestimmten wir im Héppler-Viskosimeter auBerhalb der 
Druckbombe die Viskositaét vor und nach Einwirkung einer geniigend 
starken Kompression. Tabelle V zeigt die mit der Schadigung de’ 
Blutkérperchen verbundene Abnahme und die mit der Erholung ver 


bundene Wiederzunahme der Viskositéat. Bekanntlich gilt das Kinstein 
* 


/ v : 
sche Viskositatsgesetz Ns no \1 + 2,5 )) fiir Sole mit sehr vie! 


kleineren und zahlreicheren Teilchen unter der Annahme vollkommen 
elastischer Kugeln. Trotzdem macht sich die Viskositatserhéhung, dis 


' U. Ebbecke, Piliigers Arch. 288, 452, 1936; 239, 533, 19387. — 2 R. Hau 
brich, ebenda 239, 304, 1937. — * H.Zipf, ebenda 241, 449, 1938. 
* », = Viskositét der Lésung, n, = Viskositaét des Lésungsmittels, v = Vo 
lumen der dispersen Teilchen, V = Gesamtvolumen. 
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Tabelle V. 
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Blutviskositat in Abhangigkeit von der Blut- 


kérperchentorm (Kaninchenblut). 





Vor dem Druck 


In ep. 


3,067 


Mikroskopisches Bild 


Normal, scheibenférmige 


Exsythrocyten 


Unmittelbar nach dem Druck von 
60 Min. 2000 Atm. 2,886 
2 Std. nach dem Druck 2.977 


Nur kugelige Erythrocyten 
Napfférmige und vereinzelte 
normale Erythrocyten 


die Abweichung von der Kugelgestalt mit sich bringt, schon in diesem 
vroben Modell bemerkbar. 
Um die an Starke und Glykogen nachgewiesene Druck beeinfluBbar- 


keit auch an anderen polymeren Stoffen nachzupriifen, untersuchten 


wir eine Reihe von Substanzen, die uns freundlicherweise von der 
Dynamit A.-G. vorm. Nobel in Troisdorf und vom Hauptlaboratorium 
der I.-G. Ludwigshafen zur Verfiigung gestellt wurden. Das Ergebnis, 
das in Tabelle VI kurz zusammengestellt ist, blieb hinter der Erwartung 
guriick, wahrscheinlich weil wir es, wie die recht geringe Anfangs- 


viskositat zeigt, nur mit niederen Polymeren zu tun hatten, so da die 


Tabelle VI. 





0 
- 100 


"R00 


Polystyrol, 
Benzol 
Aceton 
Cellitlésung, 
Aceton 
Cellitlésung, 2,5 ° 
Aceton 
Cellitlésung, 5 
Aceton 
Cellitlésung, 10 % 
Aceton 
Celluloselésung, 2 % in 
Schweitz. R. 
Polyacrylsaéure, 1% in 
H,O 1,403 


10 % 
92,46 81,88 


0,468 


144,9 
0,612 


63,02 
0,367 
1 % 
1,83 


2,26 


1,37 
5,83 


7,46 9,41 


47,8 66,2 


218 299 


6,43 1,61 


1,532 0,129 


H, 0 3,435 3,658 3,793 0,358 


Polyvinylalkohol, 1.% 
in H 1,617 
Polyvinylalkohol, 5% 


1,715 


0,098 


11,63 | 12,08 | 12,80 1,97 
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Versuche mit héheren Polymeren von bekanntem Polymerisationsyra, 
zu wiederholen waren. Immerhin geniigten fiir Polyakrylsaure yj 
Polyvinylalkohol schon 1%ige Lésungen, um die sonst durch Kon) 
pression des Wassers hervorgerufene Viskositatsabnahme — iiberz); 
kompensieren, und der Unterschied etwa gegeniiber dem Verhalte; 
von Zuckerlésungen (vgl. Tabelle III und IV) ist deutlich. 

Ganz eindeutig everliefen die Versuche, bei denen wir den Poly 
merisationsgrad der gelésten Stoffe durch stufenweisen Abbau_ ver. 
minderten oder durch Spontan 
polymerisation erhéhten. — Fiy 
den stufenweisen Abbau ver. 





wandten wir die fermentatiy: 
Spaltung von Starkelésung mit 
tels einer zugesetzten Pankreon 
lésung, wobei die Spaltung miéy. 
lichst zu verlangsamen war, um 
viskosimetrisch mit und ohne 
Druck verfolgt werden zu kénnen 
In dem durch die Kurven de: 
Abb.1 wiedergegebenen Versuchs. 
beispiel wurde zunachst die Vis 
kositét einer 2,5°%igen Stirke- 











0 & 2D «oS , 
Zeit nach Pankreonzugabe Min losung bei Atmospharendruck 


Abb. 1. Viskosititsiinderung einer in fermen- und beim Druck von &¢ Wkg qem 
tativer Spaltung begriffenen 2,5 %igen Stiirke- 
lésung unter gew6hnlichem Druck (1) und unter 

800 Atm. (2). 1 Tropfen einer Pankreonlésung 


(eine halbe Tablette auf 50 cem 
H,O, das mit 3 bis 5 Tropfen kaltgesittigter NaHCO , alkalisch ve- 
macht war) zugemischt und die Fliissigkeit erneut im Viskosimeterrohr 
der Druckbombe unter Druck (800 Atm.) gesetzt. Gleich nach Fesi 
stellung der Viskositét (7 Minuten nach Pankreonzusatz) wurde der 
Druck durch Offnen eines Ventils abgelassen und der nachste Vis- 
kositatswert (2 Minuten spater) unter Atmospharendruck gemessen 


gemessen, dann der Starkelésuny 


In dieser Weise folgten sich abwechselnd die Viskositaétsmessungen 
bei gew6hnlichem (untere Kurve) und erhéhtem Druck (obere Kurve 
Auch bei méglichst beschleunigtem Arbeiten ist, auBer der fiir die 
Fallzeitregistrierung benétigten Zeit, nach jeder Druckanderung eine 


kurze Pause einzuschieben, um wenigstens den Hauptteil der bei de 
Kompression erzeugten Temperaturerhéhung und der bei der De 


kompression eintretenden Temperatursenkung abklingen zu_ lassen 
Obgleich also die gemessenen Werte einigermaen weit auseinander- 
liegen, erlaubt doch die Darstellung in Kurvenform die Extrapolation 
und die Erkennung der gleichzeitig zugehérigen Werte, und es ist 
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deutlich, wie mit abnehmender Molekiilgr6Be des in fermentativer 
Zersetzung befindlichen Gemisches nicht nur die Viskositat, sondern 
besonders die DruckbeeinfluBbarkeit der Viskositaét abnimmt. 

Fir die Spontanpolymerisation standen uns zwei Proben von 
nichtstabilisiertem fliissigem Monostyrol zur Verfiigung, die wir in 
zwei Sendungen zugeschickt erhielten und deren beim Stehen in Zimmer- 
temperatur langsam fortschreitende Zahfliissigkeit wir im Laufe von 
Tagen und Wochen an einigen Viskositaétsmessungen verfolgten. In der 
Tabelle VII ist die Zeit in Tagen nach Erhalt der Sendung angegeben. 
und zwar beziehen sich die ersten drei Zeilen auf die eine, die folgenden 
auf die andere Sendung, ohne daBS bekannt ist, wieviel Zeit seit der 


Herstellung des Monostyrols vergangen war. 


Tabelle VII. 





Zeit in Tagen hy in ep. Zeit in Tagen iy in ep. 


1,310 15 828 
32,20 18 2 704 
118,3 19 3 397 
20 4 732 

?1 6 974 

40 108 837 


Auch aus dem Grunde kénnen die Daten keinen Anspruch auf 


genauere Verwendbarkeit machen, weil die Messungen nicht immer zu 
gleichen Tageszeiten vorgenommen wurden. Doch ist die ungemein 
starke Zunahme der Viskositét von wenigen Centipoise bis zu itiber 
1000 Poise ersichtlich. Die aus den Daten gezeichnete Kurve wiirde 


nicht linear verlaufen, sondern konvex zur Abszisse sein, um erst nahe 
dem AbschluB wieder umzubiegen (S-Form der Polymerisationskurve). 
Zum SchluB verwandelt sich die Fliissigkeit in ein festes klares Glas. 
Wahrend dieser Zeit wurden einige Viskositatsmessungen unter 800 Atm. 
Druck angestellt. Das Ergebnis zeigt Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. Verhalten des in Polymerisation begriffenen 
Monostyrols im Viskositatsdruckversuch. 





Uj 
: ‘ ‘S00 
He in ep. Hang in ep. - 100 


1,310 2,225 169 

32,20 60,72 188 

118,3 236,6 200 
in p in p 


1088 2665 244 


Im Laufe der Spontanpolymerisation wird aus der reinen Mono- 
stvrolfliissigkeit ein Gemisch, in dem Polystyrole verschiedensten 
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Polymerisationsgrades im Monostyrol gelést sind. Dabei steigt di 
KompressionsbeeinfluBbarkeit der Viskositaét so stark an, daB nicht 
nur die Differenzen (799 —- 79), sondern auch die Verhaltniszah|en 
zunehmen, weil, molekularmechanisch gedacht, die Wirkungsbereicle 
und Kollisionsméglichkeiten der sich verlangernden Fadenmolekiile 
und damit auch der Einflu8 einer Raumbeschrankung auf die inner 
Reibung zunehmen. 
Zusammenfassung. 


Verschiedene Fliissigkeiten werden in einer besonderen Viskosi 
meterbombe unter hohen Druck (800 Atm.) gesetzt und die in Centipois: 
gemessene Viskositat der komprimierten Fliissigkeit mit der Viskositit 
der ungedriickten Fliissigkeit verglichen. Der EinfluB, den die Kuyel- 
oder Fadengestalt der Makromolekiile auf die Eigenschaften von 
Lésungen hochpolymerer Stoffe ausiibt, auBert sich neben der spezifi 
schen und anomalen Viskositét auch in der Viskositaétszunahme, dic 
eine Fliissigkeit im Zustand der Kompression erfaihrt. Diese Kom 
pressionsbeeinfluBbarkeit ist gering fiir Glykogenlésungen, wenn auch 
etwas gréBer als fiir Trauben- und Rohrzuckerlésungen, sehr grof 


dagegen fiir Starkelésungen, entsprechend den Staudingerschen Vor 


stellungen iiber die Gestalt des Glykogen- und Stirkemolekiils. 

Die Abnahme der DruckbeeinfluBbarkeit mit abnehmender Molekiil- 
lange wird an einer im fermentativen Abbau begriffenen Starkelésung, 
die Zunahme der DruckbeeinfluBbarkeit mit wachsendem Polymerisa- 
tionsgrad an einer in Spontanpolymerisation begriffenen Monost yrol- 
fliissigkeit verfolgt. Die Befunde werden verstandlich durch die mole- 
kularmechanische Vorstellung, dafS mit wachsender Linge der Kohlen- 
stoffkette der Wirkungsbereich, die Sperrigkeit, Kollisionsméglichkeit 
und gegenseitige Behinderung der in Bewegung, Rotation und Schwin. 
gungen begriffenen Molekiile und damit zugleich die BeeinfluBbarkeit 
der-inneren Reibung durch Raumbeschrankung zunimmt. 





Uber die Verdaulichkeit von Tumorgewebe 
durch normale Enzyme. 
Von 
Hans Bayerle. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 25, September 1939.) 


Bei der Untersuchung der Léoslichkeit und der enzymatischen 
Angreifbarkeit der Proteine aus Nekrosen (Infarktnekrosen, Tumor- 
nekrosen) bzw. der nekrotischen Gewebspartien selbst fiel uns auf, dai} 
diese eine bemerkenswerte Resistenz gegen autolytische Veriinderungen 
zeigten, daB sie aber durch zugesetzte Praparate der bekannten Enzyme 
weitgehend abgebaut wurden. Solchen Versuchen kommt neuerdings 
eine gréBere Bedeutung zu, weil F. Kégl und H. Eraleben im Anschlub 
an ihre aufsehenerregende Entdeckung von racemischen Aminosiuren 
im Krebsgewebe sich auch Vorstellungen machen iiber das Wesen des 
infiltrierenden und destruierenden Wachstums. Im fiinften Kapitel 
ihrer [, Mitteilung! weisen die genannten Autoren auf die beiden wesent- 
lichen Faktoren hin, die fiir das Vordringen der Tumorzellen in die 
normale Umgebung von entscheidender Bedeutung zu sein scheinen. 
Der erste Faktor kénnte im proteolytischen Enzymsystem der normalen 
Umgebung liegen: ..man kann sich gut vorstellen, dai} normale Zellen 
dem Vordringen von Tumorzellen keinen Einhalt bieten kénnen, da 
ihnen die betreffenden proteolytischen Fermente fehlen*. Und der 
zweite Faktor kénnte im Enzymsubstrat, in diesem Falle den Krebs- 
proteinen, liegen. Es ist eine alte Erfahrung der Enzymchemie, dal} 
der Einbau von d-konfigurierten Aminosduren in Peptiden die Spalt- 
barkeit durch Enzyme beeintrachtigt, wenn nicht ttberhaupt aufhebt. 
Da nun im Protein des Krebsgewebes Aminosduren der d-Reihe nach- 
gewiesen wurden, war es naheliegend, an eine enzymatische Unangreif- 
barkeit zu denken; ,,infolge seines Gehalts an d-Aminosduren kénnte 
TumoreiweiB dem Angriff normaler Enzyme entzogen sein‘. Diese 
Feststellungen und Gedankenginge F. Kégls und H. Eralebens haben 
uns an die eingangs erwahnten Beobachtungen erinnert und angeregt, 
einmal in einem geeigneten Falle die quantitative Seite zu betrachten. 
Die Fragestellung ergab sich damit von selbst und war dann (zunachst) 
folgende : 

Wie weit ist ein bésartiger Tumor enzymatisch spaltbar, wieviel 
unlésliches und lésliches Protein lat sich vor und nach der enzymati- 


'! Zeitschr. f. physiol. Chem. 258, 57, 1939. 
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schen Hydrolyse feststellen und wie weitgehend werden die Protein, 


abgebaut ? Sind die Krebsproteine wirklich so schwer angreifbar, |x 


ihrem Gehalt an d-Aminosauren nach zu erwarten ware ? 
Zur Bearbeitung geeignet erschien uns folgender Fall: 
Klinischer und Sektionsbefund: Prot. Nr. 930. 

Zustand nach Probelaparatomie im Unterbauch und anschlieBende: 
Roéntgenbestrahlung wegen Tumors im Unterbauch vor langer Zeit. Zustanc| 
nach Anlegung einer Coekalfistel wegen Subileus. Ubermannskopfgrolies, 
zum Teil zerfallendes Sarkom im retroperitonealen Gewebe der hintere: 
Bauchwand mit starker Verdrangung der Darmschlingen und Ummaueruny 
des linken Ureters. Ausgedehnte Metastasierung in der Leber und konti 
nuierliches Anwachsen an das Colon descendens mit Ausbildung eines 
10-Pfennigstiick groBen Darmwandgeschwiirs und mehrerer abgekapselte: 
alterer intraperitonealer Abszesse im linken Oberbauch. Allgemeine chroni 
sche Peritonitis, mit starken Peritoneal-Adhasionen und beginnende: 
haimorrhagischer Infarzierung einer Jejunumschlinge. Hydronephrotiscly 
Schrumpfniere links, allgemeine Kachexie. Struma colloides nodosa, 
obturierende Thrombose der linken Vena femuralis. 


Histologischer Befund. 

Bauchtumor: Polymorphzelliges, stellenweise fibroplastisches Sarkon 
mit ausgedehnten Nekrosen. 

Wand des Colons: Sarkom vom gleichen Typ. Stellenweise ist die fibro 
plastische Komponente besonders stark, auch finden si: 
stellenweise kleine Blutungen. 

Lebermetastase: Abgrenzung des Geschwulstknotens durch eine ganz 
schmale Bindegewebskapsel, die stellenweise durch 
brochen wird. GefaBeinbriiche. Die Geschwulstzellen 
sind gréBtenteils langlich gestaltet. Wenig Kollagen 
bildung, aber doch deutliche Faserstruktur (Prakollagen ’ 
Keine Blutung, keine Nekrose. 


Aufarbeitung des Tumors. 


Die zahlreichen Lebermetastasen, die bohnen- bis nuBgro8 und 
durchwegs frisch und derb waren und noch keinerlei zentrale Kolliquation 
aufwiesen, wurden sauber herausgeschalt und im Latapie zerkleinert 
Gewonnener Gewebsbrei 500 ¢. Davon wurde die eine Halfte 
folgendermaBen sofort untersucht: 

250 g des Gewebsbreis wurden mit der dreifachen Menge 0,9 °,igem 
NaCl und unter Zusatz von Toluol 10 Minuten geschiittelt und 12 Stun- 
den bei 0° stehengelassen. Hierauf wurde zentrifugiert, der abzentrifu- 
gierte Riickstand noch zweimal hintereinander im Verlauf von 12 Stun 
den bei 0° mit 490 cem physiologischer NaCl-Lésung extrahiert. Als 
dann wurde der Riickstand mit Aceton, Aceton-Ather (1: 1), Bloorscher 
Lésung und mit Ather getrocknet. Die vereinigten Extrakte wurden 





nde) 


and 
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mit der dreifachen Menge Aceton versetzt, die entstehende grobflockige 
Fallung mit Aceton, Aceton-Ather und Ather getrocknet. 


Ausbeute: 
Unloslicher getrockneter Riickstand 
Fallung 

Es ist klar, daB der Ausbeute an so gewonnenem unléslichem Riick- 
stand keine absolute Genauigkeit zukommt. Eine weitere Extraktion 
mit Salzlésung, besonders von héheren Konzentrationen als 0,9 °,, 
wiirde die Ausbeute an unléslichem Riickstand herabgesetzt und die 
der Fallung erhéht haben. Absolut unléslich diirften unter den gegebenen 
Bedingungen wohl nur die kollagenen Bindegewebsfasern sein. Es 
kommt aber hier nur auf den Vergleich an zwischen den Werten vor 
und nach der Enzymeinwirkung. F. Kégl und H. Erxleben haben sich 
bei der Gewinnung des unléslichen Riickstandes mit einer einmaligen 
Extraktion des Gewebes mit 0,6°,igem NaCl begniigt. 

Die andere Halfte des zerriebenen Metastasengewebes wurde, wie 
im folgenden beschrieben, der enzymatischen Hydrolyse ausgesetzt: 
250 g wurden mit 500 cem physiol. Kochsalzlésung vermischt, mit etwas 
Toluol durchgeschiittelt und 24 Stunden in den Brutschrank gestellt. 
pu Wahrend dieser Zeit = 6,0. Dann wurde weiterhin dreimal 24 Stunden 
bei pu 4,0 autolysiert, mehr oder weniger groBe Teilchen schwebten 
in der Lésung. Nach dieser Zeit wurde nach Zugabe von Citrat-H Cl- 
Puffer mit HCl ein py = 1.8 eingestellt und 1 g Pepsin, gelést in 5 cem 
Wasser, zugesetzt. (Das angewandte Pepsin (I. G. Farben) war etwa 
halb so wirksam als Cudahypepsin.) Nach 2 Tagen wurde abermals 
1g Pepsin zugegeben und fiir die Beibehaltung des sauren py Sorge 
getragen. Schon bald nach der Zugabe des Pepsins war die Auflésung 
der gréBten Menge des Gewebsbreis schon makroskopisch zu erkennen. 
Die Versuchslésung klarte sich weitgehend auf und schlieBlich schwamm 
an der Oberflache nur eine etwa 1 em dicke rahmige Schicht, welche 
von kleinen faserigen Bestandteilen durchsetzt war. Nachdem das 
Pepsin im ganzen dreimal 24 Stunden eingewirkt hatte, wurde der 
Ansatz mit der berechneten Menge sekundairem Natriumphosphat und 
primarem Kaliumphosphat versetzt, so dab die Molaritaét des Puffers 
im Ansatz ‘/, war, mit NaOH auf py = 8,1 eingestellt und 0.5¢ 
Trypsin (angeriihrt in 10 cem Wasser und aktiviert mit der entsprechen- 
den Menge Enterokinase) zugegeben. Wirksamkeit des Trypsins: 
5mg des aktivierten Praparats ergeben in einem Standardansatz 
(5,0 cem 6 °,ige Caseinlésung — 6g Casein Hammarsten, 20 ccm n N Hs, 
20 cem n NH,Cl auf 100 auffitllen — in 10 cem MeBkolben. Versuchs- 
zeit 20 Minuten, Titrationsprobe = 2 cem) einen Verbrauch von 0.4 ccm 
n/20 alkohol. KOH. 
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Nach 2 Tagen wurde die Zugabe der gleichen Menge Try)sj) 
wiederholt. In der Zwischenzeit wurde ein Glycerinextrakt aus de 
Diinndarmschleimhaut eines Schweines hergestellt und 30 cem dayoy 
zugegeben. Die Schleimhaut wurde mit 87 °,igem Glycerin 1: 3 versetyt 
24 Stunden bei 0° extrahiert, mit der doppelten Menge Wasser versety; 
und zentrifugiert. Je 0,5cem wurden auf Di- und Polypeptidas 
wirksamkeit untersucht. Dipeptidase: 5ccm Ansatz, 3cem Leucy! 
glycinstandardlésung (94g d,1-Leucylglycin + 12,5cem 2.5n NH 

41,5 cem m/3 Primarphosphat in 250 ccm), Enzymextrakt, py = 7.s 
Titrationsprobe = 2,0 cem, Spaltungszeit 1 Stunde. Verbrauch an 
n/20 alkohol. KOH = 2,15 cem. Aminopolypeptidase: 5 cem Ansatz 
2,0cem Leucylglyeyl-glycinstandardlésung (1,53 ¢ LGG. + 24 cen 
0.25 nNH, + 2,5 cem nNH,Cl + 6,85 com m/3 Phosphatpuffe: 
Pu = 7,0 in 25 ccm), Enzymextrakt, py —- 7,0, Spaltungszeit 1 Stund 
Titrationsprobe 2,0 ccm. Nach 1 Stunde war die 1-Komponente des 
LGG. durchgespalten. Laugenverbrauch — 2,0 cem n/20 KOH. 

Nach 48stiindiger Einwirkung wurde die Versuchslésung zentrif 
giert (20 Minuten, 3500 Touren/Minute). Der Bodensatz in den Zentri 
fugenglasern wurde mit Bloorscher Lésung, Aceton, Aceton-Ather und 
Ather getrocknet und gewogen. Ausheute: 2,0 q. 

Kinige ccm der Lésung wurden vollig klar filtriert und damit 
einige EiweiBreaktionen angestellt (mit Trichloressigséure entstand 
nur eine geringfiigige Triibung, ebenso beim Kochen). AuBerdem wurde 
das Filtrat —- um zu kontrollieren, wieviel ttberhaupt noch hydrolysier. 
bare Proteine oder Peptide nach der Einwirkung der Enzyme vorhanden 
waren —- einer nachtraglichen Saurehydrolyse unterworfen, indem eine 
kleine Menge mit der zehnfachen Menge konz. HCl 10 Stunden gekocht 
wurde. In 10 cem des 1:5 verdiinnten Filtrats waren vor der Saure 
hydrolyse 8,8 mg Amino-N enthalten, in der entsprechenden Menge nach 
dem Kochen mit HCl 9,8 mg. Die Hauptmenge des Ansatzes wurde 
nach dem Zentrifugieren mit dem vierfachen Volumen Aceton versetzt 
Es entstand eine groBe Menge eines feinen Niederschlags, der sich mit 


Aceton-Ather schwer trocknen lie8 und anfanglich sehr hygroskopiscl 
war. Ausbeute nach Zentrifugieren und Trocknen im Exsikkator 

14,7 g. Die so gewonnene Fallung war stark salzhaltig, leicht léslich 
in Wasser und gab die unten beschriebenen Reaktionen. Auch sic 


wurde einer Saurehydrolvse unterworfen und in den entsprechenden 
Mengen vor und nach der Hydrolyse der Gehalt an Amino-N nach 
van Slyke bestimmt. 1g Fallung in 50 ccm konz. HCl gelést und 
7 Stunden gekocht, dann in ein 100-cem-MeBk6lbchen heriibergespiilt 
und Amino-N bestimmt. 10 ccm enthalten 3,90 mg Amino-N, die ent- 
sprechende Menge vor der Hydrolyse: 3,60 mg Amino-N. Wurde das 
Filtrat mit Trichloressigsiure versetzt, so entstand eine geringfiigige 
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Triibung, keine Fallung: bei py = 5,0 gekocht, ergab sich das gleiche 
Bild; mit Spiege!-Pollacci-Reagens versetzt ein ganz schwacher Ring. 
Biuretreaktion leicht positiv, Ninhydrinreaktion stark positiv. 

Das Experiment ist mit dem Mangel einer enorm langen Versuchszeit 
hehaftet, allem wir wollten eben sehen, was bei der Einwirkung von Enzym 
unter extremen Bedingungen iibrigbleibt. Man hatte, wie die Bestimmung 
des Rest-N in einigen herausgenommenen Proben ergab, die Versuchszeit 
wesentlich einschranken kénnen. So nahm z. B. nach der zweiten Zugabe 
des Pepsins und des Trypsins der Rest-N nicht mehr zu, eine 48stiindige 
Versuchszeit hatte in beiden Fallen genitigt: umgekehrt wire im Falle des 
Diinndarmextrakts eine wiederholte Zugabe und eine langere Kinwirkungs- 
dauer zweckmabig gewesen. 


Kurz zusammengefaBt ergab sich also: Aus 250g eines Gewebs- 


breies aus den frischen Lebermetastasen eines Sarkoms lieBen sich nach 
der aufeinanderfolgenden Einwirkung von Kathepsin (Autolyse), Pepsin, 
Trypsin und Peptidasen, 2,0 g unléslichen Proteins und 14¢ einer 


Fallung gewinnen, wahrend vor dem Versuch aus der gleichen Gewichts- 
menge 24,9 ¢ Riickstand und 8,5 ¢ Fallung gewonnen werden konnten. 
Die Acetonfallung aus dem Frischgewebe war hauptsachlich hoch- 
molekulares Protein, die Fallung aus dem Enzymansatz bestand zum 
weitaus gréBten Teil aus kleinsten EiweiSbausteinen; vom Riickstand 
gingen also im Laufe des Versuchs 90°, in Lésung, eine Fillung von 
Proteinen blieb itberhaupt aus. Das von den eingesetzten 250 g Gewebe 
in Lésung Gegangene und durch Aceton nicht Fallbare bestand gleichfalls 
aus niederen Eiweifibausteinen. 

Welche Folgerungen ergeben sich wenigstens auf Grund dieses 
von uns untersuchten Falles fiir die F. Aégl- und H. Eralebensche 
Deutung des destruktiven Wachstums ? Wir glauben, daB die Kdglsche 
Erklarungsweise, die sehr verstandlich erscheint, in einer Hinsicht 
einer Einschrankung bedarf. Nicht das wegen seines Gehalts an racemi 
schen Aminosiuren ausgezeichnete Eiweifsubstrat des bdésartigen 
Tumors ist etwa wegen seiner Unldslichkeit am destruktiven, 
infiltrierenden Wachstum mitbeteiligt. Die Proteine der Tumorzellen 
sind gar nicht so unléslich, wie dies infolge ihres Gehalts an d-Amino- 
sduren —- die Erfahrung der Enzymchemie tiber die Unspaltbarkeit von 
d-Peptiden mit einbeziehend -—- zu erwarten ware. Sie kénnen vielmehr 
weitgehend abgebaut werden. Es bleibt also, um die Adg/sche Er- 
klarung des destruktiven Wachstums aufrechtzuerhalten, nur iibrig, 
allein das Enzymsystem der normalen Umgebung verantwortlich zu 
machen. Kégl sagt: ...,, man kann sich vorstellen, daB normale Zellen 
dem Vordringen von Tumorzellen keinen Einhalt bieten kénnen, da 
ihnen die betreffenden proteolytischen Fermente fehlen.** Aber nicht 
méchte man dazu einschrankend und erginzend sagen weil das 
Substrat der Tumorzelle unangreifbar ist. Es mu8 am Enzymsystem 
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selbst liegen: am Enzymsystem des umgebenden Normalgewebes, abe 
ebenso am Enzymsystem des wachsenden Tumors. Die Ergebnisw 
der verschiedensten Autoren iiber den Enzymhaushalt der Tumorze|| 
riicken damit erneut in den Vordergrund des Interesses. 

Man kénnte ja gegen das Ergebnis unseres Experiments den Ein 
wand bringen, daf bei einem geringen Gehalt an racemischen Amino. 
siuren die Schwerspaltbarkeit von Tumorproteinen noch nicht offen. 
sichtlich zu werden braucht. Nun haben aber Kégl und Eraleben selbst 
errechnet, da bei einem Gehalt von 5% d-Aminosiuren 20°, des 
Tumoreiweifes dem enzymatischen Angriff normaler Enzyme entzoven 
sein kénnten. Und an anderer Stelle (naémlich S.74) wird die Ver. 
mutung ausgesprochen, das der Anteil der falsechen Aminosauren noch 
grOBer sein kénnte, wenn die Methodik oder die Léslichkeitsverhaltnisse 
der d-Form bzw. der Racemate eine bessere Isolierung zulieBen. In 
einigen der von F. Kégl untersuchten Fille ist die Menge der isolierten 
Aminosiuren sehr groB. So entnimmt man der Tabelle V auf S. 70 
der zitierten Arbeit, daB bei einem Ovarial-Ca aus 40,2 ¢ Gewebs. 
riickstand + 8,1 g EiweiBfaillung nicht weniger als 6,2 ¢ gereinigter. 
zu 80°, racemisierter Glutaminsaure isoliert wurden. Wenn man dabei 
die Verluste bei den Umkristallisationen mit einbezieht, ist die an. 
gegebene Menge eine sehr bedeutende. Ein so hoher Gehalt an racemi- 
schen Bausteinen miiBte sich doch in der Angreifbarkeit eines Tumors 
irgendwie auBern. Da dies aber nicht der Fall zu sein scheint, kann 
aber, wie schon betont, die Schwerspaltbarkeit des Tumorproteins fiir 
das infiltrierende Wachstum kein ausschlaggebender Faktor sein! 

' Wir treffen diese Aussage auf Grund der untersuchten Lebermetastas. 
Nun kénnte ja méglich sein, daB zufallig der Gehalt dieses Tumors an race 
mischen Aminoséuren und der Grad der Racemisation nur sehr gering war. 
vielleicht hart an der Grenze dessen, was F’. Kégl als maligne bezeichnet 
Es war also dringend nétig, in einem Teil der gewonnenen Proteine wenig- 
sténs die Glutaminséure zu untersuchen, der ja nach den bisherigen Be 
funden Kégls und Eralebens eine Sonderstellung zuzukommen scheint 
Trotz der in den wesentlichen Punkten peinlichen Befolgung der Kéglschen 
Arbeitsweise, insbesondere der Befolgung der Kéglschen Bemerkung (8. 67 
oben in der zitierten Arbeit) ,,die Aminoséuren mit aller Sorgfalt zu reinigen. 
bis die Anderung der optischen Drehung innerhalb der Fehlergrenze lag.” 
gelang es nur, |-Glutaminséure-Chlorhydrat in leidlicher Ausbeute zu 
isolieren. Der Grund hierfiir ist anscheinend die relative Leichtléslichkeit 
der d-Komponente, auf die F. Kégl und H. Eraleben in der Zwischenzeit 
hinwiesen (Naturwiss. 27, 486, 1939) und die wir vollauf bestatigen kénnen 
Ein dreimaliges Umkristallisieren einer Mischung aus 70°, 1-Chlorhydrat 
und 30°, racemischem Chlorhydrat mit der eben ausreichenden Menge 
Lésungsmittel bewirkt ein Verschwinden der d-Komponente. Wir sind 
damit beschaftigt mit dem Rest des Metastasenproteins die Isolierung de: 
Glutaminsiure zu wiederholen, unter Beriicksichtigung des Kéglschen 
Hinweises. 
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Es ist notig, da} man in diesem Zusammenhang einige Erfahrungen 

der pathologischen Anatomie, der Histologie und des Tierexperiments 
mitberiicksichtigt. Sehr haufig sieht man, da rasch wachsende Tu- 
moren, gerade z. B. Lebermetastasen, wie wir sie oben verwendeten, 
zentral erweichen, wahrend die auBeren Zonen derb und frisch bleiben. 
Die Erweichung kann sich ausdehnen, so daB schlieBlich die gesamte Meta- 
stase eine breiige Konsistenz bekommt. Es handelt sich um eine Form 
der Kolliquationsnekrose. Dieser KolliquationsprozeB ist keine Folge 
von irgendwelchen sekundaér wirksam werdenden Mikroben, sondern 
hat seine primare Ursache in einer Ernahrungsst6rung des wachsenden 
Gewebes. Die zentral gelegenen, mangelhaft versorgten Partien des 
Krebsgewebes erleiden den Zelltod, werden nekrotisch und zerflieBlich. 
Es ist schwer zu sagen, ob diese Kolliquationsprozesse in diesem Falle 
Autolyseprozesse im strengen Sinne des Wortes sind, da® also das tote 
Gewebe mit Hilfe seiner willkiirlich wirksamen Enzyme sich selbst abbaut 
oder ob die lebendige Tumorumgebung oder gar die gesunde Umgebung 
aktiv beteiligt ist. Sicher ist, daB an Stellen, wo vordem solides Tumor- 
gewebe lag, eine Erweichung oder Verfliissigung vorliegt, eine Abnahme 
an Trockensubstanz, an hochmolekularen Proteinen, aber auch an 
niederen Bausteinen und da} eine Zuwanderung von Fliissigkeit aus der 
nicht erweichten Umgebung der Nekrose stattfand!. Fest steht also, dab 
auch fiir diese Falle der zentralen Kolliquation von Tumoren, eine Lysis 
des nach F. Kégl und H. Eraleben ,unnatiirliche’’ Proteine ent- 
haltenden Gewebes erfolgt. Man muf sich dariiber klar sein, daB das 
geschilderte Beispiel der zentralen Kolliquation auch im Zusammenhang 
mit der Frage der Verdaulichkeit der Tumorproteine durch normale 
Enzyme gesehen werden kann. Sie scheidet aus fiir unsere Betrachtungs- 
weise, wenn das autonome Krebsgewebe neben den d-konfigurierten 
Proteinen auch iiber ein d-spezifisches ,,unnatiirliches*’ Proteasen- 


system verfiigt, eine unbedingte Folgerung, die sich aus der Kéglschen 
Entdeckung ergibt. Wenn die Existenz von d-Proteasen mit Sicherheit 
bewiesen wire, kénnte die zentrale Kolliquation des Tumors auch 
erklart werden als ein Abbau der tumorspezifischen d-Proteine durch 
die darauf eingestellten d-Enzyme desselben Tumors. So wie jeder 
Tumor aus synthetisierenden d-Enzymen aufgebaut wiirde, miiBte er 
durch proteolytische d-Enzyme auch abgebaut werden. Wird ja auch 


! Wir haben dies im Verlauf einer Untersuchung iiber die Kolliquations- 
nekrose des .Gehirngewebes an einigen Tumornekrosen feststellen kénnen. 
Wir méchten auf eine Angabe von Zahlenwerten in diesem Zusammenhang 
verzichten, weil die Versuche nur einen orientierenden Wert hatten und 
weil wir damit beschaftigt sind, mit Hilfe der Linderstrém-Langschen Mikro- 
methodik die Vorgange der Kolliquationsnekrose in einem Organ, vor allem 
die Enzymbilanz, serienmaBig zu bestimmen. 
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ein normales Gewebe durch normale Syntheseprozesse aufgebaut \) 
durch normale Enzyme abgebaut. ,,SchloB und Schliissel miissen 2, 
sammenpassen.’* Dann gabe es zweierlei Autolysen oder zweier|, 
Nekrosen. Nun sind aber d-Proteasen bisher unbekannt, die Nich; 
existenz von d-Peptidasen auf Grund aller bisherigen Erfahrunge, 
ziemlich erwiesen und die Existenz von d-Proteinasen solange unbewejs 
bar, als wir tiber kein synthetisches, d-Bausteine enthaltendes Eiwe; 
substrat verfiigen. Man kann damit auch das angefiihrte Beispie! de 
zentralen Kolliquation von Tumoren im Zusammenhang unserer Fray, 


stellung sehen, bei der es sich um die enzymatische Angreifbarkeit yoy | 


x 


Tumorgewebe durch normale Enzyme handelt. 


Und die Erfahrung der experimentellen Krebsforschung : Nicht allz 
selten kommt es vor, daB ein transplantierter Tumor, z. B. ein Ehylic/ 
Ca der Maus, nach anfanglich gutem Angehen und Gedeihen einer res} 
losen Resorption anheimfallt ! An dieser Lysis k6nnen sowohl die Ca-Zelley 
als auch das Ca-Stroma beteiligt sein: aber gerade bei Transplantation; 


tumoren kann man daran denken, da auch die normale Umgebuny 
ausschlaggebend ist. SchlieBlich sei noch an die Erfahrung der Histologi 
erinnert, auf die iibrigens M. Borst in der Diskussion nach einem Kiiy 
schen Vortrag hinwies!: An der Grenze des malignen Wachstums gege: 
die gesunde Umgebung sieht man nicht selten eine Zone der Ze! 
zerstorung, und zwar handelt es sich hier nicht um eine Lysis det 
normalen Umgebungszellen, sondern der vorgeschobenen Tumorzelle: 
die offenbar durch eine sehr starke Reaktion der Umgebung zugrund 
gehen. 

Eine wichtige Frage ergibt sich aus alledem: Wie kann man di 
durch eine Vielheit der Fille, insbesonders durch einen Hefegarversucli: 
gesicherte Feststellung von racemischen Aminoséuren in maligne 
Tumoren und die durch eine Fiille von Material gestiitzten Befuni 
liber die Unspaltbarkeit von d-Peptiden in Einklang bringen mit de: 
Tatsache der enzymatischen Angreifbarkeit der Tumorproteine, wie si 
sich ergibt aus unserem Falle der Lebermetastase und den oben e: 
wahnten Erfahrungen der Pathologie? Wenn man nicht annehme: 
will, daB die Wegschaffung des Tumorgewebes und der Tumorprotein 
durch einen nur geringfiigigen Abbau und eine darauffolgende Resorptio 
der so entstandenen héheren Peptone erfolgt, oder wenn man nich 
annehmen will, daB Pepsin und Trypsin oder iiberhaupt alle Proteinase: 
stereochemisch unspezifisch sind, bleibt nur iibrig, an eine Desaminiering 
der d-Aminosduren im gr6Beren Molekiilverband zu denken. Grund 


1 Wissenschaft]. Tagung des Reichsausschusses fiir Krebsbekampfung, 
Miinchen 1939. — * F. Kégl u. Eraleben, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25 
57, 1939; Naturwiss. 27, 486, 1939. 
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sitzlich ist die direkte Desaminierung von Peptiden ohne deren voraus- 
yehende hydrolytische Spaltung ja méglich!. Wie aber innerhalb eines 
yroberen EiweiBmolekiils die d-Glutaminsaéure z. B. desaminiert wird, 
jigt sich wohl ohne gr6Bere Kenntnis des Feinbaues eines Tumor- 


proteins nicht angeben. 


Im Rahmen der theoretischen Folgerungen, die sich aus den neuen 
Erkenntnissen tiber die Chemie der Tumorproteine ergeben, schreibt 
F. Kégl (S. 87 in der zitierten Mitteilung): ,,Selbstverstandlich kann es 
sich hierbei nur darum handeln, die wichtigsten Konsequenzen in Form 
einer Skizze festzulegen; wir glauben, da} diese bereits ein deutliches 
Bild geben wird, obschon wir uns dessen bewuBt sind, daB manche 
Linien spater zu korrigieren sein werden.* Mége diese vorliegende 
Arbeit der Versuch sein, der AKéglschen Theorie, die wie selten eine die 
Forscher aufrief und begeisterte, an einer einzigen kleinen Stelle das 
Skizzenhafte zu nehmen und einige Striche einzufiigen. 


' Wir erinnern, daB M. Bergmann und Mitarbeiter (M. Bergmann, 
lV. Schmitt u. A. Miekeley, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 187, 264, 1930; 7. Berg- 
mann u. Grafe, ebenda 187, 187, 1930; M. Bergmann u. H. Schleich, ebenda 
205, 65, 1932) und H. A. Krebs (H. A. Krebs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
217, 191, 1933; 218, 157, 1933) die Frage der direkten Desaminierung von 
Peptiden beriihrten, daB B. Kisch (B. Kisch, diese Zeitschr. 262, 780, 1932) 
an Enzymmodellversuchen und W.Grassmann und H. Bayerle (W. Grass- 
mann u. H. Bayerle, diese Zeitschr. 268, 220, 1934) mit Hilfe von Extrakten 
aus Bliiten bestimmter Pflanzen eine Anzahl von Peptiden desaminieren 
konnten. 








Reaktionskoppelung zwischen Wasserzersetzung 
und Oxydationsvorgiingen. 
Von 
K. Yamafuji, M. Nishioeda und R. Ryushi. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucke 
forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 10. August 1939.) 


Im allgemeinen ist die unter vollstandigem AusschluB von Saner 
stoff aus den wasserigen Lésungen biologischer Sensibilisatoren photo. 
chemisch gebildete Hydroperoxydmenge bedeutend geringer als die in 
Gegenwart von Sauerstoff entstandene (1). Diese Tatsache wurde jn 
einer friiheren Arbeit dadurch erklart, daf}S der Sauerstoff sich mit dem 
bei der Reaktion 2 H,O0 - H,O, + 2H frei gewordenen Wasserstoft 
verbindet und infolgedessen die Riickreaktion H,O, + 2 H +2 H,0 
gehemmt wird (1). In einer spateren Untersuchung konnten wir fest 
stellen, daB eine Hydroperoxydbildung auch bei photochemische: 
Autoxydation der biologischen Substanzen stattfindet (2). Auf Grund 
dieser Untersuchungen haben wir unsere Theorie der photochemische1 
Wasserzersetzung folgendermafen formuliert (3): 

2H,O = H,O, +2H 
2H +0, = H,0, 
A+ OH, +0, = AO + H,0, (111 

Unserer Meinung nach wird fiir das Hervorbringen dieser Reak 
tionen ausschlieBlich die Lichtenergie ausgenutzt. Es besteht aber auch 
die Méglichkeit, daB die bei den Reaktionen IL und III frei werdende 
Warme zur Beschleunigung der Reaktion I dienen kann. In der vor 
liegenden Arbeit haben wir festgestellt, da bei der Bestrahlung de: 
wiasserigen Lésungen biologischer Substanzen in Gegenwart von Sensi 
bilisatoren eine energetische Koppelung zwischen Wasserzersetzung wn 
Oxydationsvorgangen erfolgt. 


I. 

Wenn in der bestrahlten Lésung keine oxydierbare organiscli 
Substanz vorhanden ist und nur die Reaktionen I und II quantitati 
stattfinden, so muB die bei Belichtung unter vollstandigem Ausschlu! 
von Sauerstoff entstandene Menge Wasserstoffperoxyd genau die Halfte 
der bei Anwesenheit von Sauerstoff gebildeten Menge sein. Wir haben 
die wasserigen Lésungen eines Sensibilisators oder einer Mischung von 
Sensibilisator und oxydierbarer Substanz gleichzeitig in sauerstof! 
freiem Stickstoff sowie in Sauerstoff bestrahlt und die gebildeten 


Wasserstoffperoxydmengen verglichen (Tabelle I). 
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Tabelle 





Hydroperoxyd 
in mg Ver- 
haltnis 
AB 


Lichtquelle 


Bestrahlungs 
dauer in Std. 


bestrahlt bestrahit 
in Ny (A) in Oy (B) 


Chlorophyll Sonne 0,0065 0.0272 
9% 200-Watt- —: . 0,0025  0,0090 
lam pe 
Hg-Quarz- ; 0,0050 0,0085 
lampe 
entfarbtes Chloro- Sonne pty, 0,0057  0,0277 
phyll I 
entfarbtes Chloro- , pl, 0,0155  0,0262 
phyll II 
vorbelichtetes . 0,0326 0,1142 
Hefepraparat * 
vorbelichtetes Hg-Quarz- 30 0,0041  0,0490 
Hefepraparat * lampe 
Zinkoxyd Sonne 0,0090  0,0187 
m 200-Watt- 9 0,0073 0,0139 
lampe 
Hamatoporphyrin 100-Watt- 0,0017 0,0065 
lampe 
Hg-Quarz- : 0.0025 0,0106 
lampe 
Chlorophyll Hg-Quarz- < é 0,0024  0,0073 
+0,1g Olivendél lampe 
Zinkoxyd +0,01mg  200-Watt- 5 ; 0.0016 0.0104 
Glucose lampe 


* Val. (2). 


Das in den obenerwahnten Versuchen verwendete Chlorophyil wurde 
aus frischen Zuckerrohrblattern auf die friiher mitgeteilte Weise (3) her- 
gestellt. Bei dem entfarbten Chlorophyll | wurden 5 mg reines Chlorophyll 
als diinne Schicht | vgl. (3)} 15 Stunden mit Sonnenlicht bestrahit und bei 
dem entfarbten Chlorophyll Il die gleiche Menge Farbstoff 4 Stunden mit 
10cem Aceton der Sonne ausgesetzt. Nach diesen Bestrahlungszeiten 
verschwand die griine Farbe des Chlorophylls fast vollkommen. Zur Be- 
reitung des vorbelichteten Hefepriparats wurden 5g Praparat | vgl. (2)] 
63 Stunden in 30cem Wasser ebenfalls mit Sonnenlicht vorbestrahlt. 
Diese Préiparate wurden nach dem Trocknen wieder in 10 cem Wasser 
aufgenommen und die Bestrahlung sowie dic Hydroperoxydbestimmung in 
der iiblichen Weise ausgefiihrt. 


Wenn in Gegenwart eines geeigneten Sensibilisators die Licht 


energie gentigend ausgenutzt wird, so betragt, wie Tabelle 1 zeigt, das 


Verhaltnis der durch Bestrahlung in Stickstoff entstandenen Hydro- 


peroxydmenge zu der durch Bestrahlung in Sauerstoff entstandenen 
etwa 0,5. In den anderen Fallen liegt das Verhaltnis meistens zwischen 


0.2 und 0.3. Enthalt die belichtete Lésung irgendeine oxydierbare 





262 K. Yamafuji, M. Nishioeda u. R. Ryushi: 


Substanz, so wird das Verhaltnis durch Eintreten der Reaktion [[] 





noch starker herabgesetzt. Wie die Versuche mit Zinkoxyd + Glucose [J 0.0! 
zeigen, wird bei Bestrahlung eines Gemisches Sensibilisator + oxycier der 
bare Substanz in Stickstoff das einmal gebildete Wasserstoffperox yi nH 
wieder zur Oxydation verbraucht. Bemerkenswert ist die Tatsache ausg’ 
daB Chlorophyll, das durch Vorbelichtung die griine Farbe verlore atom 
hat, noch als Photosensibilisator wirken kann, indem unter seine stoff 
Einwirkung Wasserstoffperoxyd aus Wasser bei Abwesenheit yo; finde 
Sauerstoff gebildet wird. Es erscheint aber schwierig festzustelley geno 
wieviel von der bei Reaktion II frei werdenden Wirme (46,8 kcal pro die | 
g Mol) zur Beférderung der Reaktion I benutzt wird. verlé 
II. 
7 : Da 
Wir haben dann versucht direkt nachzuweisen, daB die Reak hen 
s . . - Cc 
tionen I und If durch die Reaktion III oder den Vorgang AH, ~ (0 
A + H,O weiter beférdert werden. In der vorhergehenden Mit. 
teilung haben wir berichtet, daB fiir das Zustandekommen der Reak gent 
tion III eine bestimmte Kombination zwischen Sensibilisator und dem 
oxydierbarer Substanz notwendig ist. Im Laufe der darauffolgenden steh 
Untersuchungen wurde gefunden, daB die photochemische Wasser. 0,01 
zersetzung unter sensibilisierender Wirkung des Zinkoxyds durch dies 
wiec 
Tabelle Il. Zinkoxyd oder Zinkoxyd + oxydierbare Substanz in 
10cem Wasser. 
Lichtquelle: 200 Watt-Lampe. Abstand vom Leuchtfaden 20cm. lk 
strahlungsdauer: 5 Stunden. px 7,0. Katalase: Blut. viel] 
stan 
Hydroperoxyd in mg 
Eeeee eerecn te oti ENE unte 
J B C . 
EEE = W el 
10 mg Zinkoxyd - orge 
10 mg Glucose ... ) 0,0530  0,0800 0,0270 Ox 
10 , + 0 pie ee 0,0367 | 0,0080 + 0,0287 th 
10 wi Oley 0,0155 0,0008 + .0,0147 ff sehl 
10 35 Glycerin... 06! 0,0563 | 0.2590 | — 0,2027 Die 
10 * 62 2 | 0,0481 , 0.0259 + 0,0222 leu 
10 ,, + 0,001 at ont 0,0089 0,0026 + 0,0063 Fo 
10 ; + 0,1 ,, Glykokoll..  0,0429  0,0298 | 0,1130 0,0832 Wie 
10 + 0,01 9% ..  0,0547  0,0416 0,01138 = + 0,0303 
1s + 0,001 Pe .. | 0,0506  0,0875 0,0011 + 0,0364 
Zusatz sehr geringer Mengen von geeigneten organischen Substanze1 
bedeutend beschleunigt wird (Tabelie II). schi 
Hydroperoxyd-A, -B, -C und -D in Tabelle Il bedeuten A: die ent OXY 
standene Gesamtmenge; B: der durch Zusatz der oxydierbaren Substanzen wir 
bewirkte Zuwachs; C: die aus den gesamten Wasserstoffatomen n im Molekii 
ery , ; bed 
der zugesetzten organischen Substanzen nach der Formel nH + !,n 0, 
— '/,n H,O, berechnete Menge; D: B—C. voll 
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Bleibt die Menge der zugesetzten oxydierbaren Substanzen unter 
(01 mg, so betragt die durch diese Zusatze bewirkte Steigerung 
der gebildeten Hydroperoxydmenge stets mehr, als der Formel 
nH + 1/,n0,-—+ 1/.n H,QOg, (s. oben) entspricht. Es ist aber wohl 
ausgeschlossen, da sich bei der Photoxydation simtliche Wasserstoff- 
atome im Molekiil eines organischen Stoffes unter Bildung von Wasser- 
stoffperoxyd mit den Sauerstoffmolekiilen verbinden. Wahrscheinlich 
findet auch die Reaktion AH, + O = A + H,O [vgl. (3)] statt. An- 
genommen, daB bei der Bestrahlung der Mischung Zinkoxyd -- Glucose 
die Oxydation von Glucose ausschlieBlich nach der Gleichung IV 
verlauft, so miissen z. B. aus 0,01 mg Glucose 0,0404 cal frei werden. 

C,H,O, + 60, = 6CO, + 6 H,O + 674000 cal. (IV) 


Da die Energiebilanz bei der Hydroperoxydentstehung durch photo- 

chemische Wasserzersetzung der folgenden Gleichung entspricht : 
2H,O H,O, + 2H — 92000 cal, (V) 
geniigt diese Warme jedoch, um 0,015 mg Wasserstoffperoxyd aus 
dem Wasser zu bilden. Wenn dabei Sauerstoff vorhanden ist, so ent- 
stehen aus den gleichzeitig freigewordenen 0,0009 mg Wasserstoff noch 
0,0153 mg Wasserstoffperoxyd. Nach der Formel VI wiirden bei 
dieser Art der Hydroperoxydbildung weiter 0,021 cal frei werden, die 

wieder zur Befoérderung der Reaktion | ausgenutzt werden kénnen. 
2H + O, = H,O, + 46800 cal. (V1) 

Bei Zusatz von 0,1 mg Glucose, Glycerin oder Glykokoll liegt 

vielleicht wegen der unvollkommenen Photoxydation dieser Sub- 
stanzen die Erhéhung der gebildeten Wasserstoffperoxydmenge 
unter dem nach der Formel nH + !/,n O, > !1/, n HO, berechneten 
Wert. Wenn, wie im Organismus, eine grobe Menge oxydierbaret 
organischer Stoffe vorhanden ist, so muB die bei der photochemischen 
Oxydation dieser Substanzen frei werdende Warme, welche zur Be- 
schleunigung der Reaktionen I und II dienen kann, betrachtlich sein. 
Die durch Zusatz von Glucose, Glycerin oder Glykokoll erfolgte be- 
deutende Steigerung der Hydroperoxydbildung kann erst durch solche 
Wiederholung der energetischen Reaktionskoppelung erklart werden. 


Es ist ferner zu untersuchen, ob auch bei der Bestrahlung ver- 
schiedener Mischungen aus anderen Sensibilisatoren als Zinkoxyd und 


oxydierbaren Substanzen die obenerwahnte Erscheinung beobachtet 
wird. Im allgemeinen ist es sehr schwer, die geeigneten Versuchs- 
bedingungen zu finden, unter denen die zugesetzten organischen Stoffe 
vollkommen oxydiert werden und die dabei frei werdende Warme 
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geniigend zur Hydroperoxydbildung durch Wasserspaltung ausgenity 
wird. Wir haben daher zu verschiedenen Sensibilisatoren verschiedene 
oxydierbare Substanzen hinzugefiigt und den Steigerungsgrad der 
Hydroperoxydbildung bestimmt (Tabelle II). 


Tabelle III. 


Bestrahit wie bei den Versuchen in Tabelle II. 














a Zuwachs { Zuwachs 
Sensibilisator — gunetana (0.1 g) ~~ Sensibilisator | sutstans (1g) Meme” 
in mg in mg 
| Fructose 0,0204 Benzidin 0,0084 
1 mg Milchsaure 0 Resorcin 0 
Eosin | Terpentin6l 0,0938 Fructose 0 
Olivenél » 0 5mg Hefe- Benzaldehyd — 0,0139 
Siti 0 Praparat * Terpentinél 0 
Milchsiure 0 cnt 
1 mg Terpentin6l 0,1358 At mi ” 0 
Chloro- Olivendl 0,0388 — 
phyll — ance Benzidin 0,0131 
ai ? Resorein 0 
‘ Fructose 0 
Fructose 0 Pee Benzaldehyd —0,0106 
Milchsaiure 0 Mog Terpentin6! 0 
Img Terpentin6l 0,2287 ea * Olivenél 0 
Himato- Alkohol 0 — Acetaldehyd 0 
porphyrin Aceton 0 Ather 0,0127 
Ather 0,1713 Milchsaure 0 
Olivenél 0,0082 Alkohol 0 
© Vg. (2). 


Bei Bestrahlung von 0,1 g Terpentinél, Ather, Benzidin, Benz 
aldehyd oder Acetaldehyd wird selbst ohne Zusatz von Sensibilisatoren 
eine geringe Menge Wasserstoffperoxvd gebildet. Aus Tabelle LI 
geht hervor, da bei Zusatz von Terpentin6l die starkste Hydroperoxyd.- 
bildung erfolgt. Deshalb haben wir dann zu den oben angefiihrten 
Sensibilisatoren eine sehr geringe Menge dieses Oles zugesetzt und 
unter verschiedenen Bedingungen Belichtungsversuche — ausgefiihrt 
(Tabelle IV). 

3ei der Bestrahlung von Chlorophyll + Terpentin6l wurden diese 
beiden Substanzen zusammen in einer kleinen Menge Aceton gelést und 
nach vorsichtigem Abdampfen des Acetons 10 ccm Wasser zugesetz' 
Nehmen wir an, dai das verwendete Terpentinél vollstandig aus Pine: 
(Cio H¢) besteht und die Hydroperoxydbildung aus diesem Ol nach der 
Gleichung nH + 1/,n 0, 1/,n HO, (vgl. Tabelle IL) verlauft, so 
miissen aus 0,001 mg Ol 0,002 mg Wasserstoffperoxyd entstehen. Wic 
aus Tabelle IV ersichtlich ist, betraigt der durch Zusatz des Terpentinéls 
bewirkte Zuwachs der Hydroperoxydmenge iiber 0,002 mg. Bei B 
lichtung der wasserigen Suspension von 0,001 mg Terpentinél allein 
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Tabelle IV. 





Hydroperoxyd 
Bestrahlungs- in mg 
dauer in Std. 


Abstand von 
Lichtquelle der Lichtquelle 


in cm ae Be 
0,5 mg Chlorophyll 200-Watt- 15 4 0,0032 
lampe 
0,5 ,, Chlorophyll 200-Watt- 15 4 0,0057 0,0025 
+ 0,001 mg lampe 
Terpentinél 
1 ,, Chlorophyll Hg-Quarz- 30 51, 0,0041 
lampe 
1 ,, Chlorophyll e 30 5'/, 0,0065  0,0024 
0,001 mg 
Terpentin6! 
20) ,, vorbelichtetes ma 30 6 0.0343 ~ 
Hefepraparat 
9”) ,, vorbelichtetes a8 30 6 0.0365 0,0022 


Hefepraparat 
0,001 mg 
Terpentinél 

* Siehe Tabelle il. 
entsteht kein Hydroperoxyd. Wir konnten also hier auch einige ein- 
wandfreie Beispiele geben, daB bei der photochemischen Hydroperoxyd- 
bildung eine enge energetische Beziehung zwischen der Wasserzersetzung 
und den Oxydationsvorgingen der gleichzeitig vorhandenen Sub- 
stanzen besteht. 

Die Erscheinung. dai} die durch Zusatz oxydierbarer Stoffe bewirkte 
Vermehrung der Wasserstoffperoxydmenge mehr als die aus den zu- 
gesetzten Substanzen nach der Reaktion n H + !).n O, > 1/,n H2O, 
berechnete Menge betragt, wird nicht immer beobachtet. Fiir diese 
Erscheinung ist offenbar eine geniigende Oxydation der organischen 
Substanzen notwendig. Wie Tabelle V zeigt, wird ein solcher Oxydations- 


grad erst nach einer bestimmten Bestrahlungszeit erzielt (vgl. Tabelle LL). 


Ta belle W 


Bestrahlt wie bei den Versuchen in Tabelle II. 





Hydroperoxyd in mg 
Bestrahlungsdauer in Std.: 1 l 2 } 4 
PMGR TARRORVE 6.2 x6 ves ose 08 ..  0,0057 0,0057 0.0090 O,0171 0.0226 
10 % 0,01 mg Glucose 0,0073 9.0147 0,0189 0.0407  0,0506 


Literatur. 
1) K. Yamafuji, M. Fujii u. M. Nishioeda, diese Zeitschr. 296, 348, 
1938. 3) ZA. Yamafuji, kK. So u. H. Tin, ebenda 300, 414. 1939. 
3) K. Yamafuji, M. Nishioeda u. H. Imagawa, ebenda 3801, 404, 1939. 








Uber den Einflu8 der Diingung auf den Vitamin- 
gehalt (mit quantitativen Vitamin A-Bestimmungen 
in Griinkohl, Spinat, Rosenkohl und Tomaten). 
Von 
A. Secheunert und K.-H. Wagner. 


(Aus dem Veterinar-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1939.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In mehreren kiirzlich veréffentlichten Mitteilungen! wurde gezeivt, 
daB bei kritischer Auswertung der Ergebnisse diingungsbedingte Unter- 
schiede im Gehalt an Vitamin B, und B, (Komplex) bei Roggen, Gerste 
und Kartoffeln nicht gefolgert werden konnten. Soweit Unterschiede 
gefunden wurden, waren sie unregelmabig, lagen in der Streuungsbreite 
der biologischen Versuche oder konnten ebensogut auch als physiologische 
Schwankungen des normalen Gehalts gedeutet werden. Es wurde 
somit geschlossen, dap die Vitaminbildung weitgehend unabhangig von 
der Ernihrung der Pflanzen sein miisse. 

Einen schlagenden Beweis fiir die Anschauung bot ein letzthin 
verOffentlichter Versuch? mit Gerste, die aus einem seit 1873 gleich 
maBig durchgefiihrten Diingungsversuch stammte. Die Béden det 
einzelnen Parzellen waren hierbei in ihrem Nahrstoffbestand ganz 
charakteristisch und so weitgehend verandert worden, da® teils Mangel, 
teils Uberschiisse an diesem oder jenem Bestandteil vorlagen. Trotzdem 
auch die Pflanzen selbst charakteristische Mangelerscheinungen gezeigt 
hatten, waren keine regelmaBigen und entscheidenden Unterschiede im 
Vitamin B,-Gehalt festzustellen. 

Auch fiir die Vitamin A-Wirkung und den Carotingehalt von 
Moénren konnten wir die Unabhangigkeit von Diingung, Standort und 
Lagerung an sich iiber Ernten von 3 Jahren erstreckenden Versuchen 
nachweisen 3. 

Auf Grund von im Verlauf dieser Abhandlung wiederzugebenden 
Versuchen glauben wir, diese Folgerung auf die Vitamin A-Wirkung 
aller Gemiise und auf Grund anderer Versuche, die spiter veréffentlicht 
werden, auch auf das Vitamin C ausdehnen zu kénnen, obwohl wir 
damit in Widerspruch zu verschiedenen Autoren treten, welche aus 
ihren Ergebnissen Diingungseinfliisse auf den Vitamingehalt gefolgert 


! 4A. Scheunert u. K.-H. Wagner, diese Zeitschr. 295, 107, 1937. - 
2 Dieselben, ebenda 308, 200, 1939. — * Dieselben, ebenda 3038, 208, 1939. 
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haben. Wir stellen also die These auf, daB durch verschiedene Diingung 
Einfliisse auf den Vitamingehalt, welche auBerhalb der physiologischen 
direnzen liegen, nicht erzielt werden kénnen. Es soll dabei die Méglichkeit 
offengelassen werden, da®B versuchsmiabig herbeigefiihrte einseitige 
Ernahrung von Pflanzen, wobei bestimmte Nahrstoffe iiberhaupt 
fehlen oder ganz unphysiologische Proportionen von Nahrstoffen 
bewerkstellizt werden, zu Schwankungen des Vitamingehalts fiihren 
kénnten. Hierzu wird weiter unten noch ausfiihrlicher Stellung ge- 
nommen werden. 

Die aufgestellte These steht mit der bis jetzt bekannten Stellung, 
welche die Vitamine unter den Bestandteilen der Pflanze einnehmen, 
in bester Ubereinstimmung. Es ist davon auszugehen, daB die Vitamine 
mit den Hauptbestandteilen (EiweiB, Fett, Kohlenhydrat), von denen 
eine Beeinflussung durch Diingung bekannt ist, nicht verglichen werden 
kénnen. Jene sind entweder Baustoffe oder Reservenahrstoffe des 
Pflanzenkérpers, welche zur Deckung seines Energiebedarfs oder auch 


als Vorratsstoffe fiir irgendwelche Zwecke dienen. Die Vitamine hin- 
gegen haben andere Aufgaben. Sie greifen, wie nach allem, was dariiber 
bekannt ist, geschlossen werden muB, in Reaktionsketten, die den 
Umwandlungen der Nahrstoffe beim Aufbau oder im Stoffwechsel 


dienen, an irgendwelchen Stellen ein. 

Carotin (Provitamin A) ist fiir die Energieumsetzung der kurzwelligen 
Strahlen des Spektrums wichtig, Vitamin B, spielt in dem zum Zucker- 
abbau nétigen Fermentsystem eine Rolle. Ein wichtiger Bestandteil des 
Vitamin B,-Komplexes, das Lactoflavin, ist als Bestandteil eines Ferments 
erkannt. Daf} Vitamin C bei Redoxvorgangen wichtig ist, ist nicht zu 
bezweifeln'. 

Die Vitamine sind also entscheidend dafiir, daB diese oder jene 
Vorgange tiberhaupt ordnungsgemaB ablaufen. Wenn dies bisher zum 
Teil nur in tierischen Geweben nachgewiesen ist, so ist doch nicht zu 
bezweifeln, daB die Vitamine auch im Pflanzenorganismus in ihrer Rolle 
zu deh Hormonen und Fermenten gehéren bzw. Teile solcher sind. Um 
solche Funktionen erfiillen zu kénnen, sind es auch sehr reaktionsfahige 
Korper. Es besteht somit weder eine Notwendigkeit, noch wegen der 
groBen Veranderlichkeit der Vitamine die Méglichkeit, sie in gréBeren 
Mengen in pflanzlichen Geweben anzuhaufen, als wie es die dort ab- 
laufenden Vorginge erfordern. Wir haben also die Vorstellung, dal 
der Vitamingehalt eines Pflanzenteiles von den Aufbau- und Abbau- 
vorgangen, die diesem Teile obliegen, maBgeblich bedingt ist, oder, wenn 
es sich um Speicherorgane handelt, dort eben nur so viel von dem be- 


' Vel. zu allem v. Euler: Bedeutung der Wirkstoffe (Ergone) Enzyme 
und Hilfsstoffe im Zellenleben. Ergebn. d. Vitamin- u. Hormonforsch. 1, 
L59tf., 1932. 
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treffenden Vitamin abgelagert sein wird, wie es die Aufgaben des Samens 
der Knolle, der Wurzel usw. erfordern. Dies entspricht durchaus dey 
Ergebnissen von Adégl und A.J. Haagen-Smit!, nach denen der mit 
0.5» ermittelte Vitamin B,-Gehalt einer einzelnen Erbse recht gut 
den Mengen entspricht, welche bei der Aufzucht isolierter Keimlinge 
erforderlich sind. 

Hieraus ergibt sich ohne weiteres der SchluB, daB man weder seh) 
erhebliche absolute Vitaminmengen, noch sehr erhebliche Schwankungen inn 
Vitamingehalt wird erwarten diirfen. Damit entfallt aber auch von 


vornherein die Méglichkeit, durch irgendwélche ErnahrungsmaBnahmen 


erhebliche Steigerungen oder Minderungen des Vitamingehalts eines 
bestimmten Pflanzenteiles herbeizufithren. Fiir diesen SchluB brinet 
unsere eingangs erwahnte Gerstenarbeit einen unmittelbaren Beweis 
Aber auch alle diejenigen Ergebnisse bisheriger Arbeiten iiber Diingung 
und Vitamingehalt sprechen dafiir, welche keine oder ‘nur geringfiigige. 
wechselnde Einfliisse verschiedener Nahrstoffgaben auf den Vitamin 
gehalt erkennen lieBen. 

Demgegeniiber ist aber auch tiber positive Diingungseinfliisse 
berichtet worden. Dazu mu vor allem die oben gestreifte Frage er- 
ortert werden, ob Diingungseinfliisse dann bestehen, wenn ausgesprochene 
Mangelernahrung der Pflanze vorliegt. Es ist dazu notwendig, dir 
Fragestellung, welche die Voraussetzung fiir die Anlage der Versuche 
ist, noch genauer als bisher zu umreifen. Es bestehen hier zwei Méglich- 
keiten: 

1. Man geht, wie wir es getan haben, von Kulturbéden aus, die 
den Verhaltnissen der landwirtschaftlichen Praxis entsprechen und 
stellt die Frage, ob es méglich ist, durch eine Nahrstoffzufuhr, welch 
Ertragssteigerungen und auch Veranderungen des Gehalts an den 
Hauptnahrstoffen im Gefolge hat, auch den Vitamingehalt der ge 
ernteten Pflanzen zu steigern. 

2. Man geht in Toptversuchen von bekannten Versuchsbéden aus 
und stellt den EinfluB fest, den steigende Zugaben bestimmter Nahr 
stoffe oder Nahrstoffgemische auf die Vitaminbildung besitzen. Hierbei 
werden also die Beziehungen einzelner Nahrstoffe zur Vitaminbildung 
ihre Mengen und gegenseitigen Mengenverhaltnisse, geklart. 

Mit dieser Methode ist in den letzten Jahren von verschiedenen 
Autoren gearbeitet worden. Vor kurzem haben Pfiitzer und Pfaff? 
Versuche dieser Art ver6ffentlicht, wobei sie Carotin und Ascorbinsaure 


mit chemischen und physikalischen Methoden bestimmten und auch 


' Koglu. A. J. Haagen-Smit, Zeitschr. f. physiol. Chem. 248, 209, 1986, 
> Phitzer u. Pfaff, Forschungsdienst, Sonderh. 7, 104, 1938. 
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einige Vitamin B,-Bestimmungen mit der Phycomycesmethode durch- 
fuhrten. 

Beziiglich des Vitamins B, enthalten sich die Autoren zunachst 
noch einer entscheidenden Stellungnahme. Der Phycomycestest lieb 
einen giinstigen Einflu&8 vermuten. Nach im Werke Elberfeld aus- 
vefiihrten Taubenversuchen bestand hingegen kein Unterschied. 

Sehr interessant sind die Ergebnisse iiber Vitamin C. Bei Mangel- 
versuchen mit Kohlrabi mit N K- oder N P-Diingung wurde der Ascorbin- 
siuregehalt durch P- bzw. K-Gabe betrachtlich erhéht. Diese Er- 
héhung erfolgte aber schon nach der kleinsten Gabe und blieb dann 
bei Erh6hung der K- bzw. P-Gaben unter kleinen und unregelmabigen 
Schwankungen konstant. Eine weitere Steigerung des Vitamin C- 
Gehalts war also nicht mdéglich. 

Dies wiirde also bedeuten, dab bei ausgesprochenem K- oder 
P-Mangel die Vitamin C-Bildung leidet. Dabei muB aber beriicksichtigt 
werden, daB in den P-Mangelversuchen nur 0,4 ¢ Knollentrockenmasse 
und 0,9 g Blatttrockenmasse gebildet worden war. Schon die geringste 
P-Gabe hatte aber 5g Knollen- und 5,9 g Blatttrockenmasse mit opti- 
malem Vitamin C-Gehalt erzeugt und die gréBten P-Gaben sogar 10 
bis 12g. Die Mangeldiingung hat also offenbar nur die Entwicklung 
durchaus minderwertiger Pflanzen erméglicht. Da solche auch einen 
besonders niedrigen Vitamin C-Gehalt haben, kann nicht verwundern. 
Trotzdem kann man die Frage aufwerfen, ob denn nun dieser geringe 
Vitamin C-Gehalt wirklich so abnorm ist, wie man zunachst annehmen 
méchte. Er betrug im P-Mangelversuch 69 mg und im K-Mangelversuch 
58mg in 10g Trockenmasse Kohlrabi gegeniiber 79 bis 89mg und 
74 bis 81 mg nach P-Zugaben. Wir selbst fanden aber bei Kohlrabi- 
untersuchungen unter vollwertigen Diingungsverhaltnissen in 100g 
Frischknolle, was etwa 10 g Trockenmasse entsprechen diirfte, Schwan- 
kungen von 64 bis 108 mg!. Diese Schwankungsbreite normaler Knollen 
ist also viel gr6Ger als die von P fiitzer und Pfaff ermittelten Unterschiede. 
Das Ergebnis dieser Versuche harmoniert also durchaus mit den oben 
entwickelten theoretischen Vorstellungen. Bei ausgesprochenem Mangel 
eines Nahrstoffes liegen die Stoffwechselvorgange und damit die Ferment- 
wirkungen in der Pflanze darnieder; der Vitamingehalt ist geringer. 
Sobald durch Zufuhr des fehlenden Nahrstoffes normale Funktionen 
erméglicht werden, stellt sich der optimale Vitamingehalt ein, weitere 
Steigerungen sind nicht méglich. Die méglichen Unterschiede sind 
aber so gering, da} sie in die physiologische Schwankungsbreite ver- 
schiedener Pflanzen fallen. 


1 Scheunert u. Reschke, Forschungsdienst 6, 108, 1938. 








A. Scheunert u. K.-H. Wagner: 


Nachdem Carotin als Provitamin erkannt worden war, haben yer. 
schiedene Autoren mit Hilfe der chemisch-kolorimetrischen Carot iy 
bestimmung das Problem angegriffen und haben iibereinstimmend eine 
giinstige Beeinflussung des Carotingehalts durch Diingung, insbesondere 
N-Gaben, gefunden. K-Gaben wurden hingegen mehrfach als ungiinstiy 
festgestellt. Trotzdem lassen sich zum mindesten die neuen Ergebnisse 
von Pfitzer und Pfaff durchaus in Ubereinstimmung mit unserer A) 
sechauung bringen. So zeigen bei Versuchen mit Petersilie, welche dem 
Studium der Einfliisse von K- oder P-Gaben gewidmet waren, dic 
mitgeteilten Carotinkurven einen fast konstanten Verlauf, so daB kein 
Kinfliisse steigender Gaben dieser Diingemittel gefolgert werden kénnen 
Etwas anders wirkten sich steigende N-Gaben an Spinat aus, die zu 
einer PK-Diingung gegeben wurden. Der Carotingehalt war aber auch 
hier nur bei den niedrigsten N-Gaben von 0,1 und 0,33 g¢ N, in einem 
Falle auch noch bei 0,67 g N, deutlich niedriger als bei den héheren 
Gaben, bei welchen dann eine weitgehende Konstanz der Carotin 
gehalte bestand. Es liegt also auch hier so, daB nur bei ausgesprochenem 
Mangel der Carotingehalt sinkt; sobald die Pflanze ihren normalen 
Funktionszustand erreicht hat, sind Steigerungen, die aus dem Rahmen 
der normalen Verhaltnisse fallen, nicht zu erzielen. 

Auf Grund dieser Darlegungen diirften die bestehenden Verhaltniss: 
vollig klar liegen. Nur bet einseitiger Mangelerndhrung ist es mdéglich 
den Vitamingehalt der Pflanzen zu senken, wobei aber keineswegs div 
normalen physiologischen Schwankungsgrenzen unterschritten zu werden 
brauchen. Es geniigen schon sehr kleine Mengen des fehlenden Ndhrstoffcs 
um den Vitamingehalt auf die normale Héhe zu bringen. Steigerungen 
der Nédhrstoffzufuhr sind dann wirkungslos, vermégen jedenfalls den 
Vitamingehalt nicht iiber die normalen Grenzen zu erhéhen. 

Da nun die zur Ernahrung verwendeten Gemiise stets schon aus 
wirtschaftlichen Griinden auf Béden gezogen werden, die alle zu 
besten Entwicklung der Pflanzen notwendigen Nahrstoffe enthalten. 
werden diese Gemiise auch stets einen Vitamingehalt besitzen, de1 
durch zusitzliche Diingung oder qualitative und quantitative Anderungen 
der Diingergaben keine auBerhalb der normalen Schwankungen liegende 
Veranderungen und somit auch weder praktisch bedeutungsvolle 
Steigerungen noch Minderungen erfahrt. 


Eigene Untersuchungen. 
Die Vitamin A-Wirkung der verschiedenen Gemiise wurde im 
Rattenversuch ermittelt, aber durch die Carotinbestimmung erganzt 
Es ist zunachst nicht bewiesen, daB® die in einer Pflanze chemisch 
ermittelte Carotinmenge ohne weiteres zur Vitamin A-Wirkung nach 
Verfiitterung der betreffenden Pflanze in Beziehung gebracht werden 
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kann. Uber die Ausnutzung des Carotins bestehen noch keine aus- 
reichenden Unterlagen, und es ist nicht gesagt, da} sie immer im gleichen 
Prozentsatz bei verschieden hohen Carotingehalten erfolgt. Weiter ist 
die Umwandlung des Carotins in Vitamin A noch recht undurchsichtig. 

Der Tierversuch bringt demgegeniiber die Vitamin A-Wirkung, auf 
die es allein ankommt, einwandfrei zur Darstellung und gestattet auch 
eine quantitative Messung. 


Rein methodisch kommt er allerdings an die Genauigkeit einer 


chemischen Analyse nicht heran, hat aber dabei den Vorteil, daB das 
Ergebnis einen mit analytischer Methode kaum zu erreichenden Mittel- 
wert darstellt. 

Untersuchungsmaterial und Methode. 

An Gemiisen standen zur Verfiigung: 

1. Griinkohl, Spinat, Rosenkohl und Tomaten in vier verschiedenen 
Diingungsarten aus der Ernte 1937. Sie stammten aus Diingungsversuchen 
der Staatlichen Lehr- und Forschungsanstalt fiir Gartenbau in Weihen- 
stephan und wurden ab Ende September 1937 in Absténden von 8 bis 
10 Tagen frisch geliefert. 

2. Griinkohl und Rosenkohl in zwei Diingungsarten aus der Ernte 1938, 
sie stammten aus Diingungsversuchen des Instituts fiir Gemiisebau in Grol}- 
beeren (Kreis Teltow) und wurden ebenfalls in Abstanden von 8 bis 10 Tagen 
ab Ende Oktober 1938 frisch geliefert. 

Das Material wurde bei 0—2° gelagert und taglich zur Verfiitterungy aus 
dem Kalteraum entnommen. 

Die Diingungen waren folgende: 

l. ,,Ungediingt**, véllig ohne Diingung. 
2. Mineralische Diingung mit ,NPK*: 
150 kg/ha N als Kalkammonsalpeter, 
150 kg/ha P,O; als Rhenaniaphosphat, 
262,5 kg/ha K,O als schwefelsaures Kali. 
3. Nur ,,Stalldiinger*: 
600 dz ha Stalldiinger. 
Kombinierte Diingung: ,,Stalldiinger und mineralische Diingung”™: 
600 dz ha Stalldiinger, 
120 kg/ha N als Kalkammonsalpeter, 
120 kg ha P,O; als Rhenaniaphosphat, 
197 kg/ha K,O als schwefelsaures Kali. 
Die im Jahre 1938 vom Institut fiir Gemiisebau, GroBbbeeren (Kreis 
Teltow) gelieferten Gemiise hatten folgende Diingungen erhalten: 
l. Stalldiinger : 
600 dz/ha verrotteter Stallmist. 
2. Stalldiinger + NPK: 
600 dz/ha verrotteter Stallmist, 
80 kg/ha N als Leunasaipeter, 
120 kg/ha K,O als Kalimagnesia, 
80 kg ha P,O; als Rhenaniaphosphat. 











A. Scheunert u. K.-H. Wagner: 


Zur Feststellung des Vitamin A-Gehalts wurde die geringste Dosis 
betreffenden Gemiises ermittelt, welche gerade geniigte, mindestens ach 
von zehn jungen wachsenden Ratten, die ausgepragte Vitamin A-Many, 
symptome aufwiesen, tiber 35 Tage am Leben zu erhalten und von |, 
stehender Xerophthalmie zu heilen' oder diese nach a. a. O. gegebene: 
Vorsehrift zu bessern*®. Die Ratten (mit etwa 40 bis 45g Gewicht in den 
Versuch genommen) befanden sich in Einzelkafigen aus Glas auf Sin; 
spinen. Die Vitamin A-freie Kost bestand aus: 18°, Casein, 57°, Starke, 


rf) 
( 


15°, Palmin, 5°, Salzgemisch (Mec Collum Nr. 185), 5°, Trockenhete 
extrahiert. 

Die Zulagen wurden taglich zugewogen, auf quantitative Aufnahme 
sorgfaltig geachtet. 

Jede Ratte erhielt also 35mal die gleiche Dosis des betreffenden 
Gemiises, wobei jedesmal andere Pflanzen der gerade zur Verfiiguny 
stehenden Teilsendung Verwendung fanden. Da jede Dosis an zeln 
Ratten gepriift wurde, stiitzt sich also die in jeder Einzeldosis ermittelte 
Wirkung auf die Verfiitterung von 350 verschiedenen Einzelproben, 
Es ist wohl nicht zu bestreiten, daB sich dadurch alle zufalligen Unter. 
schiede ausgleichen miissen und somit die wirklichen Vitaminwirkungen 
ermittelt werden. Mit Hilfe chemischer Bestimmungen ist dies nicht 
méglich. Es mu aber hierbei noch einer anderen Uberlegung Rechnung 
getragen werden. Gewib steht die theoretische Frage, ob diingungs 
bedingte Unterschiede des Vitamingehalts bestehen, im Vordergrund 
Letzten Endes interessiert aber doch die weitere Frage, namlich, ob di: 
Vitaminzufuhr im Rahmen der menschlichen Erndhrung durch Diingung 
begiinstigt werden kann. Hier vermag einzig und allein die Feststellung 
der Wirkung eine brauchbare Beurteilungsgrundlage zu geben. Dies 
kann nur im Tierversuch erfolgen, wobei Material gepriift wird, wie es 
nach Transport, Lagerung und Ankauf zur menschlichen Ernahrung 
verwendet wird. 

Wir stehen auch auf dem Standpunkt, da® eine Festlegung der 
Vitaminwirkung durch Wiedergabe des Vitamingehalts in y zur Zeit 
verfriiht und deshalb nicht zu empfehlen ist. Deshalb bedienen wir 
uns wie bisher der ,,internationalen Einheiten‘*, die ein vortreffliches 
und auch vergleichbares Mai darstellen. Wenn z. B. die Wirkuny 
von 0,6 reinem #-Carotin gleich 1 I.E. Vitamin A ist, so ist damit 
weder behauptet noch bewiesen, das die chemische Ermittlung von 
xmal 0,6 y 8-Carotin in pflanzlichen oder tierischen Materialien auch in 
jedem Falle der Wirkung von xmal 1 I.E. entspricht. Erst wenn das 


einwandfrei bewiesen ist, wird man zu der »-Bezeichnung tibergehen 
kénnen, bis dahin lehnen wir sie ab. 


Die nunmehr folgenden Untersuchungsergebnisse wurden in 
Tabellenform zusammengefabt. Von Wachstumskurven werden zwecks 


' Scheunert u. Schieblich, diese Zeitschr. 263, 444, 1933. > Wagner, 
ebenda 296, 193, 1938. 
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faumersparnis nur zwei Beispiele, und zwar vom Versuch mit Spinat 
als einem Blattgemiise und vom Tomatenversuch (Knollenfrucht) 
gegeben. 


Tabelle I. Griinkohl aus Weihenstephan 1987. 





Ergebnis 


Dosis Anzahl der ungentigend durch 


Diingung i , “here 
in mg Versuchsratten | geniigend 


Keratomalacie Tod 
nicht geheilt 
10 
10 


10 
10 


. Stalldiinger ‘ = 


15 10 
20 10 


. Stalldiinger + NPK. 

1. Griinkohl. Tabelle I zeigt die Vitamin A-Wirkung dieses seit 
langem als Vitamin A-reich bekannten Gemiises. Von den Proben | 
bis 3 (ungediingt, NPK, Stalldiinger) waren 15 mg ungeniigend, um 
die Bedingungen unserer Methode zu erfiillen; hingegen geniigten 20 mg. 
Danach hat die Anwendung einer mineralischen Volldiingung ebenso- 
wenig eine entscheidende Erhéhung der Vitamin A-Wirkung erzielen 
kénnen wie die Zugabe von Stalldiinger. 

Die Probe 4, welche neben Stalldiinger auch noch NPK erhielt, 
war hingegen unterlegen. Dieser Griinkohl Nr. 4 unterschied sich schon 
iuBerlich durch sein krankhaftes Aussehen von den anderen Proben. 
Ob hier ein DiingungseinfluB vorliegt, ist fraglich. Der Unterschied 
ist tibrigens nicht sehr bedeutend, da voraussichtlich 25 mg geniigt 
haben wiirden. Driickt man die gefundene Wirkung in internationalen 
Einheiten aus, so mu das internationale Standardpraparat zum Ver- 
gleich herangezogen werden. Dieses erfiillte zu der fraglichen Zeit mit 
21.E. die Forderungen unserer Methode. In 100g Griinkohl der 
Proben | bis 3 waren dann je 10000 L. E. enthalten, wahrend die Probe 4 
etwas weniger, und zwar schatzungsweise mindestens 8000 I. E. Vita- 
min A enthalten haben wiirde. 

Es wurden wahrend der Tierversuche mehrmals £-Carotinbestim- 
mungen in je 5g des Griinkohls ausgefiihrt, wobei die in unserem 
Institut entwickelte Methode, welche a.a.O.! genau beschrieben ist, 
Anwendung fand. Tabelle Il bringt die Ergebnisse. 


1 Wagner, Vitamin A und $-Carotin des Finn-, Blau- und Spermwals. 
Leipzig, J. A. Barth, 1939. 
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274 A. Scheunert u. K.-H. Wagner: 


Tabelle II. 





Griinkohl In 1 g frischem Griinkohl waren enthalten 3-Carotin 





Datum der Untersuchun = ra Reo OTR, | oo. 
S Diingung 1 Diingung 2 Diingung 3 | Diingung 4 


1937 Ungedingt NPK Stalldiinger | Stalldiinger + N Pk 

31. ra 42,75 y 41,9 y 46,6 y 46,7 y 

. 44,3» 43,8 y 43,5 y 44,5 y 

20. XI. 43,8 y 44,2 } 44,35 y 42,9 y 

2, XII. 441 y 42,9 y 42,9 ; 44,7 y 

15. XII. (58,1) * » 44,7 y 44,0 43,8 
es See 43,74 y 43,5 vy 44,27 y 44,5 y 
I. E. Vitamin A in 100g ** 7290 7250 7380 7420 


* Dieser Wert ist fehlerhaft und dadurch bedingt, da®B das untersuchte Material infoly 
zu langer Lagerung eingetrocknet war. 
** 1 I.E. entspricht der Wirkung von 0,67 }-Carotin. 


Wie die Tabelle II zeigt, sind auch im Gehalt an f-Carotin keine 
Unterschiede zwischen den vier verschieden gediingten GriinkohIproben 
zutage getreten, somit ist auch der Carotingehalt in diesem Versuch 
von der Diingung unbeeinfluBt geblieben, ja, er ist sogar praktisch 
konstant. Es ist also auch nicht die im Tierversuch festgestellte Unter- 
legenheit der mit Stalldiinger + NPK gediingten Proben zu erkennen. 
Mit dem f-Carotingehalt kann sie also nicht zusammenhangen und 
mu} deshalb auf andere Ursachen zuriickgefiihrt werden. 

Bemerkenswert sind die Ergebnisse der Umrechnung der $-Carotin- 
werte in 1. E. Man sieht, daB diese durchweg unter den im Tierversuchi 
ermittelten Werten liegen und erkennt daraus, dab die Carotinbestimmuny 
allein kein zutreffendes Bild von der Vitamin A-Wirkung zu geben vermag, 
sie kann also nicht an die Stelle des Tierversuchs treten. 

Der Versuch ist noch durch eine weitere Untersuchung von Griin- 
kohl aus der Ernte Herbst 1938 (GroBbeeren) kontrolliert worden. 
Tabelle III bringt die Ergebnisse des Tierversuchs. 


Tabelle III. Griinkohl aus GroBbeeren, 1938. 





Ergebnis 


ss Dosi Anzahl der 7 e r 

vane inmg | “Ratton lgenngena||_Tmeniteend durch 
Keratomalacie Tod 

si { 15 10 4 0 6 

Stalldiinger ..... eveays 1 20 10 10 0 0 

| 10 10 1 5 4 

Stalldiinger + NPK ... 15 10 10 0 0 

| 20 10 9 1 0 


Zunichst ist hervorzuheben, daB der Vitamingehalt dieses Griin- 
kohls wiederum der gleiche ist wie der der friiher besprochenen Probe 
ganz anderer Herkunft. Der mit Stalldiinger + NPK gediingte Griin- 
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koh] hat in diesem Falle eine etwas bessere Wirkung gezeigt, da schon 
15mg geniigten, um die Versuchsbedingungen zu erfiillen. Hieraus 
aber einen DiingungseinfluB herleiten zu wollen, wiirde schon deshalb 
nicht angangig sein, weil bei den Untersuchungen des Griinkohls aus 
dem Jahre 1938 gerade umgekehrt die Diingung Stalldiinger + NPK 
am schlechtesten abgeschnitten hatte. Es ist also keine Regelmabigkeit 
m erkennen und wir nehmen deshalb an, da es sich um eine jener 
Schwankungen handelt, die durch die Beschaffenheit des Materials 
und sonstige Zufalligkeiten, aber auch durch die Fehlerméglichkeiten 
der biologischen Methode erklart werden kénnen. 

Mit dem Carotingehalt hing jedenfalls dieser Unterschied nicht 
zusammen. Auch von diesem Material wurden wiederum mit der 
chromatographischen Methode #-Carotinbestimmungen ausgefiihrt und 
dabei jene Werte ermittelt, welche in der Tabelle [LV wiedergegeben sind. 


Tabelle IV. Griinkohl aus GroBbeeren, 1938. 





In 1 g Griinkohl wurden gefunden als 3-Carotin 
Tag der Untersuchung 


Stalldiinger Stalldiinger + NPK 
o. x 44,1 » 46,9 y 
25. XI. 45,2 > 44,9; 
12. XII. 46,3 y 45,1; 
MIGOI ONE 35. s5-54.5 6 os Oe 45,2 > 45,6 > 
I.E. Vitamin A in 100g 7530 7600 


Man sieht auch hier wieder die groBe Ubereinstimmung aller ge- 
fundenen Werte. An internationalen Einheiten wurden aus den Carotin- 
werten Zahlen errechnet, die jenen entsprachen, welche bei den Ver- 
suchen mit Griinkohl aus Weihenstephan ermittelt wurden. Da mit 
dem Tierversuch 10000 und bei der Diingung Stalldiinger —~ NPK 


Tabelle V. Spinat. 





Ergebnis 


: Dosis Anzahl de ‘ungeniigend durch 

nicht geheilt 
5. Cmeatngs .......... = +: a. ; : 
NS Succes yseiie ig- . - ; ; 
3. Stalldiinger......... = = a 7 : 
4. Stalldiinger + NPK. | bs a p ; - 


18* 





A. Scheunert u. K.-H. Wagner: 


sogar noch mehr, namlich etwa 13000 I. E. Vitamin A gefunden worde; 


waren, gibt die #-Carotinbestimmungsmethode auch hier wieder 2) 


niedrige Werte an. 


2. Spinat. Die hohe Vitamin A-Wirkung, welche der des Griin. 


kohls entspricht, wird von der Tabelle V iiberzeugend dargeste!|; 
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zugleich geht aber auch hervor, daB keinerlei Diingungseinfliisse fest- 
zustellen waren. Alle vier Diingungsproben enthielten in 100g 10000 1. E 
Vitamin A. Die Wachstumskurven (Abb. la und 1b) veranschaulichen 
Versuchsverlauf und Ergebnis. 
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Einflu8 der Diingung auf den Vitamingehalt. 
Von den Spinatproben wurden wiederum f-Carotinbestimmungen 
wsgefiihrt. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle VI. 


Die Werte der Tabelle VI zeigen, daB simtliche vier Spinatarten 
einen ganz gleichmaBigen £-Carotingehalt aufgewiesen hatten, so daB 
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Abb, 1b. 


keinerlei Diingungseinfliisse erkannt werden kénnen. 


Rechnet man 
8-Carotin in internationale Einheiten Vitamin A um, so kommt man 


auf Werte, die sich um 7400 I. E. in 100 g Spinat bewegen, also Zahlen, 
die wiederum bedeutend unter den im Tierversuch gefundenen Werten 





A. Scheunert u. K.-H. Wagner: 


Tabelle VI. Spinat aus Weihenstephan, 1937. 





In 1 g frischem Spinat waren enthalten 3-Carotin 


Tag der Untersuchung Diingung 1 Diingung 2 ~—~dDiingung 3 Diingung 4 
ungediingt NPK Stalldiinger Stalldiinger + \ px 


30. IX. 43,6 7 42,8 y 44,8 y 45,1; 
20. X. 44,8 y 44,3 y 43,9 y 44,7: 
2, XI. 45.9 y 45,0 y 44,1 43,9 ; 


Mittelwert 44,7 » 44.0 y 44,3 » 44,6; 
I. E. Vitamin A in 100g 7450 7330 7380 7430 


liegen. Das Ergebnis des Spinatversuchs entspricht damit durchaus 
den eingangs entwickelten Anschauungen. 

3. Rosenkohl. Als weiteres Beispiel folgt ein Gemiise mit wesentlic! 
geringerer Wirksamkeit. 


Tabelle VII. Rosenkohl aus Weihenstephan, 1937. 





Ergebnis 
Dosis Anzahl der 


Diingung ‘ : . 
seta in mg Versuchstiere 


ungeniigend durch 


Keratomalacie 
nicht geheilt 


geniigend 
Tod 


50 10 
1. Ungediingt 100 10 

100 10 
Pee | 50 | 10 
2. NPE 100 10 
50 10 
100 10 
50 10 
4, Stalldiinger + NPK. {| 100 10 

100 | 10 


3. Stalldiinger 


Das mit Rosenkohl erzielte Ergebnis weicht etwas von den bis 
herigen ab. Bei Diingung 2 und 3 liegt die gesuchte Grenze bei 100 mg 
Tageszulage. Die ohne jede Diingung gezogene Probe 1 und die Probe 4 
(Stalldiinger + NPK) hingegen zeigten geringere Wirkung. 100 mg 
gentigten hier in keinem Falle und eine Wiederholung bestatigte das 
Ergebnis. Diese Wiederholung wurde mit demselben Material aus 
gefiihrt, welches aber inzwischen offenbar durch lange Lagerung etwas 
gelitten hatte. Hierauf diirften die noch ungiinstigeren Ergebnisse det 
Wiederholungsversuche zuriickzufiihren sein. 

Auch bei diesem Versuch tritt somit die Frage auf, ob die ge- 
fundenen Unterschiede tatsaichlich durch die Diingungsweise veranla\it 
worden sind. Ware dies der Fall, so wiirde die Zugabe von NPK zu 
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einem ungediingten Boden eine Verbesserung der Vitamin A-Wirkung 
bedingt haben, wahrend andererseits die Zugabe von NPK zu einem 
mit Stalldiinger gediingten Boden ungiinstig gewirkt hat. Das alles 
jst sehr unwahrscheinlich, zumal die gefundenen Unterschiede kaum 
sehr erheblich sein diirften. Vermutlich wiirden bei Diingung | und 4 
die Zulagen von 125 mg geniigt haben, um den Versuch positiv ver- 
laufen zu lassen. Es wiirde dann nur ein Unterschied zwischen 100 mg, 
die bei den Diingungsarten 2 und 3 geniigten, und 125 mg, die bei den 
Diingungsarten 1 und 4 geniigt haben, bestehen. Ein solcher Unter- 
schied kann aber nicht als entscheidend angesehen werden. Dies geht 
noch deutlicher hervor, wenn man die Wirkung in internationalen Ein- 
heiten ausdriickt. Da nach unseren vielfachen Versuchen 2 1. E. die 
Mindestdosis sind, die zur Erfiillung unserer Versuchsbedingungen 
geniigten, wiirden in 100 g Rosenkohl der Diingungen 2 und 3 je 
2000 I. E. Vitamin A enthalten sein. Nimmt man an, da von 1 und 4 
aber 125 mg geniigt hatten, so wiirden diese Diingungsproben je 
1600 1. E. Vitamin A enthalten. Dies bedeutet eine um 20°, geringere 
Wirkung, ein Unterschied, der wohl der normalen Schwankungsbreite 
solcher Versuche entspricht. 


Auch von diesen Rosenkohlproben wurden Carotinbestimmungen 
durchgefiihrt, die in der Tabelle VIII zusammengestellt sind. 


Tabelle VIII. Rosenkohl, Weihenstephan 1937. 





In 1g frischem Rosenkohl waren enthalten 3-Carotin 


Tag der Untersuchung Diingung 4 


Diingung 1 Di z 2 Diingung 3 : 
ee es peatientioe re 
30. X. 1937 9,8 9,6 y 10,1 y 10,3 » 
3. XI. 1937 10,1 9,9 » 10,2 9,8 y 
20. XI. 1937 10,4 7 10,2 y 10,3 9,6 9 
2. XII. 1937 10.3. 10,3 » 10,4 9,9 y 
15. XII. 1937 11,2 10,1 7 11,3 10,4 
ee Te 10,36 y 10,0 » 10,46 10,0 » 
I. E. Vitamin A in 100g 1730 1660 1740 1660 


Beim Vergleich der einzelnen Werte wie auch der Mittelwerte mub 
man feststellen, daB wiederum eine recht groBe Ubereinstimmung 
besteht, und daB Unterschiede zwischen den Diingungen 1 und 4 einer- 
seits und 2 und 3 andererseits, wie sie nach dem Tierversuch ange- 
nommen werden kénnten, beziiglich des 8-Carotingehalts nicht vorliegen. 
Hier hatten im Gegenteil die Diingungen 2 und 4 etwas geringere Werte 
als 2 und 3 ergeben, die aber auch nicht als entscheidend gewertet 
werden kénnen. Umgerechnet in internationale Einheiten ergibt sich 
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ein Gehalt von 1660 bis 1740 I.E. Vitamin A in 100 ¢ Frischsubs: 
Zahlen, die auch durchschnittlich noch immer etwas unter d: 
Tierversuch ermittelten Gehalten liegen. 


Im Hinblick auf die etwas gréBeren Unterschiede war es besonder. 


interessant, auch noch Rosenkohl des Jahres 1938 aus den Versu 


von GroBbeeren auf seinen Vitamin A-Gehalt auszuwerten. Der Tic; 
versuch ergab hierbei die Werte, welche in Tabelle IX zusamme: 


gestellt sind. 


Tabelle IX. 


Rosenkohl aus GroBbeeren, 1938. 





Diingung 


Stalldiinger 


Stalldiinger + 


Dosis 
in mg 


100 
125 
100 
125 


Anzahl 
der Ratten 


10 
10 
10 
10 


Ergebnis 


ungeniigend durc! 


Geniigend rosie 


Keratomalacie I 


Die Ergebnisse dieses Versuchs bestatigen, wie uns scheint. 


recht klarer Weise die vorher gezogenen Schliisse. Zunachst ist fest 
zustellen, daB auch dieser Rosenkohl, obwohl 1 Jahr spater und in ganz 


anderer Gegend geerntet als der frither besprochene Rosenkohl, praktisc! 


denselben Vitamin A-Gehalt aufweist, der bei 16001. E. in log 
Frischsubstanz liegt. Es zeigt sich also, daB offensichtlich zwische: 
verschiedenen Rosenkohlproben aus verschiedenen Jahren erheblicl: 
Unterschiede in der Wirkung nicht bestehen. Weiter wurden bei diese: 
Versuch keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Diingungsarte: 
gefunden, es bestand vollkommene Ubereinstimmung. Man_ kan 
somit auch nicht die etwas abweichenden Ergebnisse des friihere: 
Versuchs mit Diingungsunterschieden zusammenbringen. Schlieflic! 
wurde auch hiervon der §-Carotingehalt bestimmt, wobei sich die 
der Tabelle X zusammengestellten Werte ergaben. 


Tabelle X. Rosenkohl aus GroBbeeren, 1938. 





In 1 g frischem Rosenkohl wurden gefunden 
Tag der Untersuchung 3-Carotin 


1938 Stalldiinger Stalldiinger + NPK 


30. XI. 10,1 » 10,3 
15. XII. 9,7 y 11,2 


4 


20. XII. 10.3» 10,9» 
Mittelwert 10,0 » 10,8 + 
I. E. Vitamin A in 100g ...... 1660 1800 
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Nach den §-Carotinbestimmungen besteht in diesem Falle ein 
kleiner Unterschied, der aber, wenn man die einzelnen Werte vergleicht, 
im wesentlichen dadurch hervorgerufen worden ist, daB die Unter- 
suchung am 15. Dezember 1938 bei der ersten Diingung einen sehr 
niedrigen und bei der zweiten Diingung einen sehr hohen Wert ergeben 
hat. Die Mittelwerte stimmen aber doch noch gut tiberein und ent- 
sprechen auch durchaus den Werten, die bei der Untersuchung des 
tosenkohls aus dem Jahre 1937 erhalten worden waren. Somit liegt 
auch die Anzahl der internationalen Einheiten durchaus im Rahmen 
derjenigen, welche aus den §-Carotinwerten des ersten Versuchs errechnet 
worden waren. Es ist nun sehr interessant, daB diese Werte recht gut 
mit den mit Hilfe des Tierversuchs mit dem GroBbeerener Rosenkohl 
ermittelten iibereinstimmten. Betrachtet man die Ergebnisse beider 
Versuche gemeinsam, so scheint es doch so zu liegen, daf die im ersten 
Versuch bei Diingung 2 und 3 gefundenen etwas héheren Werte weniger 
dem Durchschnittsgehalt des Rosenkohls entsprechen als die im Versuch 
vefundenen niedrigeren Werte, so da man in 100g Rosenkohl etwa 
einen zwischen 2000 und 1600 1. E. liegenden Wert wird annehmen 
miissen. Es erscheint dabei bemerkenswert, daB die §-Carotinbestimmung 
im Rosenkohl offensichtlich den Werten des Tierversuchs ziemlich 
genau entsprechen, wie insbesondere durch die Untersuchung des 
GroBbeerener Rosenkohls deutlich gemacht wird. Im iibrigen spricht 
auch dieser Versuch durchaus fiir die theoretische Anschauung, dah 
diingungsbedingte Unterschiede nicht festgestellt werden kénnen. 


4. Tomaten. Die zur Untersuchung aus Weihenstephan gelieferten 
Tomaten wurden auf einmal geerntet und Mitte September 1937 an- 
geliefert. Sie wurden im Kithlraum aufbewahrt und laufend zur Unter 


Tabelle XI. Tomaten aus Weihenstephan, 1987. 





Ergebnis 


Diingung ag Peng ungeniigend durch 

geniigend Keratomalacie Tod 

nicht geheilt ee 

| 75 10 Hs) 0 7 

1. “Ungodtmat......... 100 10 7 ] 2 
| 150 10 8 2 0 

| 75 10 6 0 4 

BI Nc a aa a 100 10 4 3 3 
| 150 10 8 0 2 

a «¢ ea { 100 10 7 l 2 
3. Stalldiinger ....... 11 150 10 9 1 0 


ois ee le 10 2 
4. Stalldinger + N PK } 150 10 10 0 0 
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suchung entnommen. Das Ergebnis des Tierversuchs ist in Tabelle XJ 
und in Abb. 2a und 2b wiedergegeben. 


Die gesuchte Grenzdosis lag danach bei allen vier Proben be; 
150 mg. Wahrscheinlich wiirden schon 125 mg geniigt haben. Da be; 
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Abb, 2a. 


Versuchsbeginn keinerlei Anhaltspunkte fiir die voraussichtliche Wirkuny 
vorlagen, wurde eine weite Staffelung vorgezogen, um wenigstens sicher 
die Wirkung einzugabeln. Auch bei einer engen Staffelung 100, 125, 150 
wiirde man tibrigens keine entscheidenden Unterschiede gefunden haben. 
+- 25 mg kénnen hier nicht als auBerhalb der normalen Schwankungs- 
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breite liegend gelten. Im iibrigen besteht zwischen den verschieden 
gediingten Tomaten, wie die Tabelle XI zeigt, eine vortreffiiche Uber- 






- bei einstimmung. Dies konnte auch wiederum beziiglich der f-Carotin- 
. bei gehalte festgestellt werden. Tabelle XII gibt hieriiber Auskunft. 
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Abb. 2b. 








Charakteristische Diingungseinfliisse sind auch nach der Carotin- 
bestimmung nicht vorhanden gewesen und die Mittelwerte stimmen 
befriedigend iiberein. Der in internationalen Kinheiten ausgedriickte 
Vitamin A-Gehalt liegt nach den Carotinwerten etwa zwischen 1500 
und 1600 1. E. Vitamin A in 100g. Nach dem Tierversuch wiirden 
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Tabelle XII. Tomaten aus Weihenstephan, 1937. 





—— 


Tag der Untersuchung Diingung 1 Diingung 2 Diingung 3 Diingung 4 


. . os Stalldiinge, 
" > Sts r - 
1937 ungediingt NPK Stalldiinger NP] 


26. IX. 8,8» 
30. TX. 8,9 » 
20. X. 9,3 9,4 » 
2. XI. 9,5 » Ty 


et 


Mittelwert 9,1 y 9,2 y 9,7 y 


I. E. Vitamin A in 100 ¢ 1520 1530 1610 


nur reichlich 1300 L. E. anzunehmen sein. Dies ist aber ein Mindestwert 
Wenn nun, wie oben erwahnt, die gesuchte Grenzdosis bei 125 mg 
gelegen haben wiirde, hatte de: Gehalt 1600 I. E. betragen und wiirde 
somit fast genau mit der Carotinbestimmung in Ubereinstimmung 
gestanden haben. Es ist bedauerlich, daB die Untersuchungen mit 
125 mg nicht noch durchgefiihrt werden konnten. Im Hinblick auf die 
geringe Haltbarkeit der leicht verderblichen Friichte war dies aber 
nicht méglich. Im iibrigen konnte auch dieser Versuch nichts an 
dem sich auch ohnehin klar herausstellenden SchluB andern, dai 
diingungsbedingte Unterschiede bei den Tomaten nicht zum Aus. 
druck kommen, sondern daB auch hier eine weitgehende Konstanz 
der Vitamin A-Wirkung besteht. 


Zusammenfassung. 


1. Auf Grund theoretischer Vorstellungen iiber die Rolle der 
Vitamine im pflanzlichen Organismus wird gefolgert, daB der Vitamin- 
gehalt eines pflanzlichen Gewebes weitgehend unabhangig von der 
Ernahrung sein muB. An der Hand fritherer Ergebnisse und solcher 
aus der Literatur wird diese Ansicht belegt und weiter dargetan, dat) 
nur extreme Nahrstoffmangel eine Beeintrachtigung des Vitamin- 
gehalts bedingen kénnen. Auch dann aber liegt der Vitamingehalt 
immer noch in den Schwankungsbreiten, welche auch unter normalen 
Verhaltnissen vorkommen. 


2. An der Hand quantitativer Auswertung des Vitamin A-Gehalts 
von Griinkohl, Spinat, Rosenkohl und Tomaten wird gezeigt, dal} 
verschiedene Diingungsweisen keinen Einflu8 auf die Vitamin A- 
Wirkung ausiiben. Es zeigt sich im Gegenteil, daB der Vitamin A-Gehalt 
dieser Gemiisepflanzen nicht nur bei verschiedener Diingung, sondern 
auch bei verschiedener Herkunft und in verschiedenen Erntejahren eine 
auBerordentlich groBe GleichmaBigkeit besitzt und nur geringe Schwan- 
kungen aufweist. Dies gilt auch fiir den Gehalt an £-Carotin. 
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3. Fur die Vitamin A-Wirkung wurden folgende Werte in 100 ¢ 
frischen Gemiises erhalten: 


Griinkohl 10000 T. I. Vitamin A 
Spinat 10000 I. E. Vitamin A 
Rosenkob| 1600 — 1800 I 


. 


{. Vitamin A 


-E 
Tomaten .. 1600 [. E. Vitamin A 


5. Die groBe Konstanz der Vitamin A-Wirkung der Gemiise 
erméglicht es, brauchbare Berechnungen der Vitamin A- Produktion 
durch diese Pflanzen und der durch solche Ernteprodukte fiir die Er- 
nahrung zur Verfiigung stehenden Vitamin A-Menge auszufiihren. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung des Reichsministeriums 
fiir Ernahrung und Landwirtschaft durchgefiihrt. 
Fiir die Ubersendung des Untersuchungsmaterials danken wir den 


Herren Kollegen Vogel, Weihenstephan, und Schuphan, Grofbeeren, 
herzlichst. 








Uber eine Fehlerméglichkeit bei Gewebsstoffwechsel. 
versuchen mit der .direkten’ Methode von Warburg, 
Von 


N. Brock, H. Druekrey und R. Richter. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut in Berlin und der Zoologischey 
Station in Neapel.) 
(Eingegangen am 20. Oktober 1939. ) 


Mit | Abbildung im Text. 


Bei Atmungsmessungen an Seeigeleiern mit der Warburg-Methode! 
bei der der Sauerstoffverbrauch ,,direkt‘* manometrisch gemessen wird 
d.h. unter Absorption der gebildeten CO, durch Kalilauge, beob 
achteten wir unter bestimmten Umstanden Stérungen. Uber ihre Auf 
klarung wollen wir hier kurz berichten, weil die Methode sehr wichtig 
ist, und das Ergebnis methodisch beachtet werden mul. 

Unter Versuchsbedingungen, die wir an anderer Stelle? ausfiihrlich 
behandelt haben, fiel uns auf. daB bestimmte Ansiitze, die nach den 
Umstinden eine kraftige Atmung erwarten lieBen, nur geringe Minus 
werte bei der Ablesung zeigten oder sogar betrachtliche Pluswerte 
Es mubte also ein Gas entstanden sein, das den Sauerstoffverbraucl 
teilweise oder vollstandig kompensierte. 

Da die GefiBbe im ,,Einsatz‘* Kalilauge enthielten, haben wir 
zunachst angenommen, es handele sich um Wasserstoff, Sauerstoft 
oder gasférmige organische Verbindungen. Erst als wir dies durch 
entsprechende Versuche ausschlieBen konnten, kamen wir auf das CO, 
zuriick. Es lie} sich dann auch bald zeigen, daB es sich tatsachlicl 
um CQ, handelte, das von Seeigeleiern bei der Befruchtung und nach 
Einwirkung ,,schaidigender’’ Substanzen in schnell ansteigender und 
groBer Menge gebildet wird und teils als Atmungskohlenséure anzusehen 
ist, teils durch aerob gebildete ,,fixe‘’ Saéuren aus Bicarbonat aus. 


getrieben wird2. Die Absorption der CO, durch die Kalilauge im Gefals 
einsatz kann danach also nicht praktisch ,,zeitlos‘‘ erfolgen, wie im 
allgemeinen ohne weiteres unterstellt wird, sondern muB einen Zeit- 
faktor haben, der praktisch ins Gewicht fallt. 


Wir haben die Geschwindigkeit der Absorption verschiedener 
Mengen von CO, durch Kalilauge unter den Bedingungen des Warbury 


1 O. Warburg, ,,Der Stoffwechsel der Tumoren‘. Berlin 1926. 
* N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 193, 
711, 1939. 
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Versuchs gemessen, indem wir CO, durch Milchsdure verschiedener 
Konzentration aus einer bicarbonat-carbonathaltigen Lésung austrieben. 
Dies geschah unter Anwendung der in den Versuchen benutzten ,,Kegel- 
vefiiBe“* nach Warburg. Der Einsatz enthielt 0,3 cem 10 °,ige Kalilauge, 
das VersuchsgefaB 3 cem carbonat-bicarbonathaltige Ringerlésung und 
in einer Ansatzbirne befand sich 0,1 cem n/5, n/10 bzw. n/20 Milch- 
siure, die nach Einstellung des Druckgleichgewichts in das Versuchs- 
vefiS eingekippt wurde. Der Gasraum enthielt Luft. 

Das Ergebnis geht aus den Kurven hervor (vgl. Abbildung). Die 
Absorption der CO, hat demnach bei gréBeren CO,-Mengen einen so 
betrachtlichen Zeitfaktor, da trotz 
ausreichender Kalilauge im Einsatz 
positive Drucke entstehen und tiber 2805— 
mehr als 10 Minuten erhalten bleiben 260 
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kénnen. Darin liegt eine wesentliche me 
Fehlerméglichkeit, die bei Stoffwechsel- 
versuchen noch weit mehr in Betracht 
zu ziehen ist, weil bei diesen die C Oy,- 


220 
200 
Freisetzung nicht nach wenigen Augen- 
blicken beendet ist, sondern fortgesetzt 
CO, gebildet wird. Damit kann eine 
gleichzeitig bestehende sogar gesteigerte 
Atmung vollig tiberdeckt und spater 
durch die nachtragliche Absorption der 
CO. ein Sauerstoffverbrauch vorge- 
tiuscht werden. Es ist also notwendig, 








diese an sich selbstverstandliche Tat- 
sache stets dann zu_beriicksichtigen, 





wenn nicht ein gleichbleibender Stoff- 
wechsel untersucht wird, sondern 6 6 0 @ iW 16 
wihrend des Versuchs betrachtliche on 
und kurzfristige Anderungen der Ge- ate nae ten — 
samt-CO,-Bildung auftreten. Das ge- ,direkten Warburg -Versuch. 
schieht zweckmaBig dadurch, daB man 

fiir den Versuch nur soviel Gewebe oder Substanz verwendet, dab 
die Gesamt-C O,-Produktion auch zur Zeit der starksten Stoffwechsel- 
steigerung moglichst nicht gréBer ist, als etwa 100 cmm in 10 Minuten. 
Das entspricht bei einem Qcpo, von maximal 60 etwa 10 mg Trocken- 
substanz Gewebe. : 











Berichtigung 


zu Iwan D. Poppoff: Ubereine Methode zur Bestimmung der diasta. 
tischen Kraft der Getreidemehle und einige Faktoren, welche die diasta- 
tische Wirkung beeinflussen!. 


Seite 181, Zeile 6 von oben statt 4/;n 
ist zu lesen */,n. 


1 Diese Zeitschrift 302, 177, 1939. 





